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RESUMEN

Las técnicas de imagenologia han resultado fundamentales para comprender los
procesos funcionales y la compleja dindmica cerebral. La imagenologia por ultra-
sonido Doppler Ultrarrdpido ha demostrado ser una potente herramienta para ana-
lizar la neurovasculatura, al permitir medir los cambios en volumen sanguineo re-
lacionados a la actividad neuronal. Esta técnica, aplicada a evaluar las variaciones
temporales del volumen sanguineo en regiones cerebrales se denomina Ultrasonido
Funcional (fUS). El fUS permite caracterizar la dindmica neurovascular asociada
a funciones especificas del cerebro, como lo son la respuesta a un estimulo senso-
rial y los procesos intrinsecos que se generan en la ausencia de estimulos externos.
En esta tésis, utilizamos fUS para realizar una novedosa caracterizacion de la res-
puesta neurovascular a un estimulo y estudiar la conectividad cerebral para ratones
WildType (WT), considerados sanos y usados como control, y ratones Trembler-J
(TrJ), modelo asociado a la neuropatia Charcot-Marie-Tooth-1E (CMT-1E). En par-
ticular, utilizamos fUS para construir y analizar las redes funcionales del cerebro
(RFC) de los ratones WT y TrJ en dos estados: de reposo, correspondiente al ani-
mal sedado sin estimulo externo especifico, y bajo estimulo, donde el animal recibe
un patrén periddico de estimulacion sensorial por medio de la via de los bigotes.
Pudimos comprobar que en el modelo TrJ la respuesta cerebral bajo estimulo se
manifiesta de forma diferente que en el modelo WT de ratén sano, lo que sugiere
una afeccién de la via sensorial a causa de la enfermedad. También encontramos
un comportamiento diferencial en las RFC de ambos modelos murinos a nivel del
sistema nervioso central y periférico. Ambos hallazgos resultan particularmente re-
levantes ya que la neuropatia CMT-1E es considerada una afeccion exclusivamente
periférica. Por lo tanto, el trabajo de esta tesis representa un aporte interdiscipli-
nario, original y valioso, que abre nuevas perspectivas para la comprension de los
mecanismos subyacentes en el fenotipo clinico TrJ. Ademads, representa el primer
desarrollo de la técnica de fUS a nivel nacional y regional, abriendo nuevas posibi-

lidades de colaboracién interdisciplinar en estudios neurolégicos.

Palabras claves:
Imagenologia, Doppler Ultrasénico, Redes funcionales del cerebro,

Neurodegeneracion, Trembler-J.
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ABSTRACT

Imaging techniques have been essential to understand the brain’s complex dyna-
mics and functional processes. In particular, Ultrafast Ultrasound Doppler imaging
has proven to be a powerful tool to analyze the neurovasculature, given that it can
measure changes in the cerebral blood volume (CBV) due to neuronal activity. This
technique applied to study the temporal variations of the CBV in specific brain re-
gions is known as functional Ultrasound (fUS). The fUS allows to characterize the
neurovascular dynamics associated with specific functions of the brain, such as the
response to a sensory stimulus or mind wandering that emerges in the absence of
external stimulation. In this thesis, we use fUS to study the functional connectivity
of WildType (WT) mice, which constitute a healthy animal model that we use as
control group, and Trembler-J (TrJ) mice, a model for the Charcot-Marie-Tooth-1E
(CMT-1E) neuropathy. Specifically, we construct and analyze brain functional net-
works (BFN) in WT and TrJ mice during two functional states: resting state, which
corresponds to the sedated animal without specific external stimulus, and under sti-
mulation, which corresponds to applying a periodic stimulation pattern to the mice’s
whiskers. We show that in TrJ mice, the brain response to the stimulus is different
than in WT mice, which suggests an alteration in the whisker sensory path due to
the CMT-1E disease. We also find differences between the BFN of both animal mo-
dels in the central and peripheral nervous system. These findings are significant,
since the CMT-1E has been exclusively described as a peripheral disease. Overall,
this work is an original, interdisciplinary, and valuable contribution, presenting new
ways to understand the underlying mechanisms of the clinic TrJ phenotype. Mo-
reover, this is the first local and regional work implementing fUS and using it for
neurological studies, paving the way for the creation of new interdisciplinary colla-

borations.

Keywords:
Imaging techniques, Ultrasonic Doppler, Functional brain networks,

Neurodegeneration, Trembler-J.
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Capitulo 1

Introduccion

Este trabajo de tesis propone explorar la utilizacion de ultrasonido para estudiar
la hemodindmica cerebral en pequefios animales y desarrollar una metodologia que
permita analizar distintas configuraciones neuroldgicas propias del animal. En este
capitulo se dard una breve revision histdrica de la relevancia del ultrasonido emplea-
do a estudios médicos y bioldgicos, y se pondrd en contexto el desarrollo actual de
dicha aplicacion para estudios neurolégicos. Finalmente, se resumen los objetivos

planteados y el alcance del trabajo.

1.1. Reseiia historica: ultrasonido para evaluar el flu-

Jo neurovascular

Comenzemos con un poco de historia, en 1661 donde, unos 50 afnos después de
la invencion de los primeros microscopios (Croft, 2006), el profesor de anatomia
italiano Marcello Malphigi lograba observar y confirmar la existencia de los capi-
lares (Pearce, 2007). Estas estructuras vasculares se habian comenzado a describir
unos 100 afios antes con los trabajos pioneros de Leonardo da Vinci que revolu-
cionaron la forma de entender el aparato circulatorio (Sterpetti, 2019). En ellos, da
Vinci cambié el paradigma al entender que el corazén sirve de bomba para distribuir
la sangre hacia los tejidos, sirviendose de arterias que se ramifican en estructuras
cada vez mas pequefias. Pero fue realmente Malphigi quien en su trabajo seminal
De Pulmonibus observations anatomicae, donde estudiaba el concepto de oxigena-
cién venosa en los pulmones, logré6 comprender el funcionamiento y relevancia de
los capilares. Al dia de hoy entendemos que estas estructuras, las mas pequefias del

sistema circulatorio (entre 5 y 10 micrometros de didmetro), sirven de puente entre

1



arteriolas y vénulas, es decir, entre la sangre que fluye del corazén al resto del cuer-
po y que luego retorna hacia él. Por lo tanto, son la base del intercambio sanguineo
con el medio extra celular, permitiendo la distribucién de oxigeno y componentes
esenciales para la vida de la células.

El avance tecnoldgico ha permitido que dispongamos en la actualidad de di-
versas técnicas para observar el sistema circulatorio a estas escalas, sin embargo,
muchas de ellas requieren de una observacién post mortem, generalmente a través
de un microscopio. Aqui entra el ultrasonido, que ha sido por excelencia la técnica
utilizada para observar y medir el movimiento de la sangre en grandes vasos dentro
del cuerpo, pero que actualmente ha logrado posicionarse también como una técni-
ca de excepcional capacidad para estudiar el comportamiento del flujo sanguineo a
nivel micro vascular (Demeulenaere et al. 2022)(Renaudin et al. 2022)(Errico et al.
2015). La figura 1.1 condensa un viaje temporal de 350 afios en el desarrollo de las
técnicas que permiten observar el sistema vascular dentro del cuerpo. El panel A
muestra un esquema original realizado por Malphigi para comprender la vasculatu-
ra a nivel pulmonar, y la funcidn esencial de los capilares. En el panel B se muestra
una imagen de la vasculatura en el cerebro de una rata, adquirida con técnicas de
ultrasonido, donde se observa la gran capacidad de resolucion espacial que permite

un andlisis a nivel capilar.

Figura 1.1: (A) Imagen extraida de (Young, 1929) donde se muestran los esquemas origi-
nales de Malphigi para entender la vasculatura pulmonar y la relevancia de los capilares en
los procesos de oxigenacién celular. (B) Imagen tomada de (Hingot et al. 2019) mostrando
el estado del arte de la imagenologia por ultrasonido de la vasculatura cerebral.

La segunda coyuntura histérica para introducirnos ain mas en la temética la po-
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demos situar a comienzos del siglo pasado, cuando el investigador espafiol Santiago
Ramoén y Cajal cambiaba el paradigma de nuestro entendimiento del sistema nervio-
so con su doctrina de la neurona (De Castro y Merchan, 2016). En esta teoria Ra-
moén y Cajal sitda a la neurona como el elemento constitutivo del sistema nervioso
central, siendo la unidad funcional y anatémica de una compleja red de conexiones
celulares. Basandose en las técnicas de tincion desarrolladas por Golgi (Bentivo-
glio et al. 2019), que permitieron entender la estructura fina del sistema nervioso,
Ramoén y Cajal logrd, a través de evidencia experimental y esquemas dibujados a
mano, dar una comprension de la funcionalidad y conectividad de las distintas es-
tructuras anatomicas (Cajal, 1911). En dicho articulo, Ramén y Cajal describe las
principales conexiones del hipocampo (Figura 1.2A), una estructura central en los
procesos de memoria y aprendizaje que tendréd gran relevancia para este trabajo de
tesis. Lo asombroso del trabajo de Ramoén y Cajal fue su capacidad para entender
la dindmica de las estructuras nerviosas sin contar con herramientas que le permi-
tan medir y observar la variabilidad temporal, sino tinicamente a partir de imdgenes
anatomicas. Muchas de las técnicas modernas permiten estudiar al sistema nervioso
de forma dindmica. Desde reconstrucciones en tres dimensiones de la conectividad
cerebral en humanos (Cox y Jesmanowicz, 1999)(Hearne et al. 2016), hasta medir
la actividad eléctrica de neuronas aisladas (Goldring y Ratcheson, 1972), todo un

espectro de técnicas se despliegan entre medio.

En la figura 1.2A se muestra el esquema original de Ramén y Cajal para enten-
der la conectividad a nivel del hipocampo. Varias décadas después, con el desarrollo
de la tecnologia, diversos estudios lograron confirmar los resultados propuestos por
Ramoén y Cajal, realzando de esta manera su extraordinaria capacidad para inferir
procesos dindmicos, como por ejemplo, la direccién de los impulsos nerviosos, tni-
camente a partir de datos de la estructura neuronal. En el panel B de la figura 1.2
se muestra un esquema de la organizacién neuronal del hipocampo y como las sub
regiones se conectan a través de distintos tipos de neuronas para formar los circuitos
funcionales del hipocampo (extraido de Mandyam, 2013). En este trabajo se discu-
te la relacion entre el sistema de estrés de la amigdala con la neuroplasticidad del

hipocampo, evaluando la formacién de circuitos de memoria en esta estructura.

La imagenologia del cerebro por ultrasonido se halla en la interseccion de los
campos de investigacion de Malphigi y Ramén y Cajal, ya que su base se encuentra
en lo que llamamos el acoplamiento neurovascular (Iadecola, 2017). Esto es la re-
lacién que hay entre la actividad neuronal eléctrica y la perfusion sanguinea de los

tejidos nerviosos. La barrera hematoencefdlica es un endotelio altamente especia-



Figura 1.2: (A) Esquema realizado en 1911 por Ramén y Cajal para entender la conec-
tividad del hipocampo. (B) Extraido de Mandyam, 2013. Esquema representativo de los
circuitos neuronales presentes en el hipocampo. Se muestran las subregiones de esta estruc-
tura y como se conectan mediante distintos tipos de neuronas, lo que permite explicar las
bases funcionales de dicha estructura.

lizado que permite el intercambio de sustancias como oxigeno, agua, nutrientes o
distintos componentes quimicos, entre el sistema vascular y el sistema nervioso. Es-
te traspaso se da a partir de la interaccion de distintos componentes neurovasculares
como astrocitos, neuronas, microglias, perocitos o células vasculares, que dan lugar
a la denominada unidad neurovascular (como se ve en la figura 1.3). Esta unidad
funcional es la base de la relacién entre la actividad neuronal y el flujo vascular.
Esto permite que distintas técnicas de imagenologia, como la resonancia magnética
(a través de medir la oxigenacién de la neurovasculatura) o el ultrasonido (al medir
el flujo sanguineo) puedan obtener informacién del comportamiento neuroldgico
estudiando el componente vascular.

Este acoplamiento resulta fisioldgicamente tan fundamental que un mal funcio-
namiento tiene implicancias directas en el desarrollo de importantes enfermeda-
des neuroldgicas (Zlokovic, 2008) (Girouard y Iadecola, 2006). Por ejemplo, en el
trabajo de Nunez-Elizalde et al. 2022 se analiza la relacion directa entre la sefial
eléctrica proveniente de las neuronas y la respuesta hemodindmica obtenida con
ultrasonido. El complejo proceso de intercambio elemental resta atin por compren-
derse en su totalidad, sin embargo, el ultrasonido ha permitido profundizar en el

entendimiento de esta unidad funcional.
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Figura 1.3: Esquema de la unidad neurovascular adaptado de Obermeier et al. 2013. En
el se muestra la interaccién de los componentes del sistema nervioso, como las neuronas,
astricitos y microglias, con los componentes del sistema vascular para formar el acompla-
miento neurovascular. A partir de esta unidad funcional se da el intercambio de sustancias
vitales para el correcto funcionamiento de la neurona y la posterior actividad sinéptica.

1.2. Ultrasonido funcional aplicado al campo de la

neurociencia

La implementacion de técnicas de ultrasonido en el campo de la neurocien-
cia parece ir allanando de forma prometedora el camino hacia un entendimiento
mads profundo del sistema nervioso. Mds especificamente, en los dltimos afios se
ha desarrollado la técnica de ultrasonido funcional (o fUS por sus siglas en ingles:
"functional Ultrasound"). Esta técnica es una combinacion de métodos tradicionales
de observacion del flujo con ultrasonido, lo que se conoce como Power Doppler, y
el reciente desarrollo de la imagenologia ultrarrdpida por ultrasonido. Consiste en
adquirir un gran nimero de imdgenes Doppler (es decir del flujo sanguineo) a alta
cadencia, que luego se promedian y generan una unica imagen de mayor sensibili-
dad que las individuales. Esta imagen mide el volumen de sangre en el cerebro (o
“cerebral blood volume”, CBV), que se relaciona directamente con la cantidad de
glébulos rojos presentes en cada vaso. Como se menciond anteriormente, el aco-
plamiento neurovascular posibilita la asociacion directa entre esta medida vascular
con la actividad neuronal de la regién comprometida. El incremento de sensibilidad
logrado permite detectar el cambio en el CBV de pequefios vasos, y la posibili-

dad de obtener imagenes sucesivas del flujo permite estudiar de forma dindmica la
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respuesta cerebral frente a un estimulo sensorial especifico.

El creciente éxito del ultrasonido funcional aplicado al cerebro se debe a la po-
sibilidad de integrar un conjunto de cualidades importantes al momento de elegir
una técnica de imagenologia. Podemos considerar 3 caracteristicas principales que
son: la resolucion espacio-temporal, la profundidad de observacién y la versatilidad,
entendiendo esto dltimo como la combinacién de portabilidad, costo y diversidad
de sensores. En primer lugar el fUS combina una buena resolucion temporal (= 1
segundo) y espacial (= 0.1lmm) para observar la dindmica cerebral (Mace et al.
2013). Otros métodos de gran precision espacial como la tomografia por emision
de positrones no permiten una buena resolucion temporal en los datos (= 10 se-
gundos), mientras que el uso de electrodos para el registro de la actividad eléctrica
permite una excelente resolucion temporal pero muy baja resolucién espacial (en el
orden de varios centimetros). Por otro lado, las técnicas dpticas permiten una buena
resolucion espacial y temporal a la vez (= 10um, ~ 10us), sin embargo no tienen
una buena capacidad de penetracion, por lo que a nivel del cerebro solo se limitan
a estudiar la corteza. El ultrasonido funcional es capaz de obtener imdgenes de es-
tructuras que se encuentran varios centimetros por debajo del craneo (Mace et al.
2013). Esto va a depender del tipo de ondas que se estén utilizando, pero incluso
para altas frecuencias (30MHz) se logra una profundidad de penetracién de 1cm,

suficiente para observar el cerebro completo de un ratén (Koekkoek et al. 2018).

Por dltimo, la técnica de resonancia magnética funcional (fMRI) ha sido la mas
utilizada para estudiar la dindmica cerebral, al combinar una gran capacidad de ob-
tener imdgenes a distintas profundidades junto a una muy buena resolucién espacio-
temporal (tamafio de pixel ctibico de ~ 1mm y ~ 3s para muestrear todo el cere-
bro). Sin embargo, el ultrasonido funcional representa una gran ventaja en cuanto a
costo, portabilidad y versatilidad. Mientras que en fMRI los equipos ocupan gran-
des espacios dentro de una sala, son pesados y dificiles de transportar, asi como de
dificil adquisicion para uso exclusivamente cientifico, el ultrasonido se presenta co-
mo una alternativa sumamente portable y econémica (Wang et al. 2020). Ademés,
presenta la ventaja de poder utilizar sondas intercambiables para realizar distintos
tipos de andlisis utilizando el mismo ecégrafo. Otra de las ventajas es su aplicacién
a estudiar neonatos, donde el uso de fMRI implica una sedacién del individuo no
deseada a edades tempranas. De la misma forma, gracias a su reducido tamafio y
portabilidad permite la investigacidon en pequeios animales los cuales no pueden
ser introducidos en campos magnéticos de gran magnitud como los presentes en

fMRI (Mace et al. 2013). De esta forma el fUS, se posiciona como una herramienta
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prometedora para la investigacion neuroldgica.

En este sentido, el trabajo pionero de (Mace et al. 2011) abri6 las puertas al de-
sarrollo de esta técnica aplicada a entender la dindmica cerebral. En dicho trabajo
se analiza la respuesta neurovascular al aplicar un estimulo especifico en ratas, en
este caso el movimiento de las vibrisas. Como se muestra en la figura 1.4 se aplica
un patron de estimulo externo y se evaliia qué region del cerebro se activa de forma
correlacionada con dicho estimulo. Esto permite analizar las regiones comprome-
tidas con una funcién sensorial especifica. También demuestra las ventajas de la
buena resolucion temporal al lograr analizar un episodio epiléptico cerebral, lo cual
es sumamente complejo con otras técnicas como resonancia magnética funcional
(Mace et al. 2013). La metodologia desarrollada en este trabajo servird de base para

los estudios de fUS posteriores, y demuestra la capacidad del ultrasonido funcional
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Figura 1.4: Adaptado de (Mace et al. 2011). En el panel de la izquierda se muestra la
sefal Doppler obtenida con ultrasonido, superpuesta al estimulo generado, indicando la
concordancia entre ambas en la escala temporal. En el panel de la derecha se muestra la
activacion de la corteza somatosensorial primaria (S1) y el nicleo ventral posterior medial
(VPM) al estimular las vibrisas de un raton.

Durante la dltima década el fUS ha logrado importantes avances a nivel téc-
nico (referente a la metodologia de adquisicién y procesamiento de imdgenes) y
tecnologico (relacionado al desarrollo de nuevos ecografos con mayor capacidad de
procesamiento y una variedad de sondas en 2 y 3 dimensiones). En cuanto a la reso-
lucién espacial, la utilizacién de agentes de contraste permite observar la dindmica
sanguinea en vasos microscopicos. En el trabajo de Errico et al. 2015 se inyectan
microburbujas al torrente sanguineo lo cual permite obtener, por primera vez utili-
zando ultrasonido, imdgenes transcraniales del flujo a una escala de micrémetros.
Posteriormente el trabajo de Renaudin et al. 2022 demuestra la posibilidad de rea-

lizar un andlisis funcional a partir de estas imdgenes de resolucién micrométrica.
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En élI se cuantifica la hiperemia cerebral en una region activada con una resolucion
temporal de 1 segundo.

Paralelamente, el desarrollo de nuevas sondas de ultrasonido ha permitido el es-
tudio funcional del cerebro en 3 dimensiones. En el trabajo de (Rabut et al. 2019) se
demuestra la capacidad de obtener informacion espacio temporal del flujo sangui-
neo en un volumen del cerebro, y no solamente en un plano. Estudian la respuesta
a diversos estimulos sensoriales y la conectividad entre distintas partes del cerebro.

Por tltimo, también se ha logrado aplicar el fUS mientras el animal se encuentra
en libre movimiento (Tiran et al. 2017). Esto representa una absoluta ventaja de
portabilidad frente a otras técnicas y posibilita a estudios combinados de registro

neurovascular y comportamiento de forma simultdnea.

1.3. Conectividad cerebral y posibilidades del Ultra-

sonido funcional

Uno de los enfoques mds utilizados a la hora de entender el funcionamiento del
cerebro refiere a estudiar la conectividad del mismo. Por conectividad entendemos
la interaccidn de distintas partes del cerebro, definidas a partir de una referencia ana-
témica y estudiadas bajo un estado funcional especifico. El objetivo es comprender
los patrones espacio-temporales de actividad intrinseca del cerebro, mientras este se
encuentra en un estado fisiolégico determinado, el cual puede ser cumpliendo una
tarea especifica o en reposo.

Una anélisis de conectividad comprende varias etapas de post procesamiento de
los datos obtenidos a partir de imagenologia. En primer lugar definir las regiones
de interés (que pueden ser en 2 o 3 dimensiones dependiendo la técnica) que son
relevantes para el estudio en particular. Para ello se utilizan referencias anatémicas
denominados Atlas del cerebro. Por ejemplo, en el caso de ratones, el Atlas Paxinos
y Franklin, 2019 exhibe cortes coronales y sagitales del cerebro, delimitando en
cada uno de ellos las regiones anatémicas presentes. Luego, esta anatomia debe
ser trasladada a las imagenes del cerebro obtenidas por imagenologia (fUS, fMRI,
etc), que es donde se encuentra la informacidn espacio-temporal del funcionamiento
neurolégico. De esta forma se enlaza la funcionalidad con la anatomia cerebral. Los
siguientes pasos consisten en relacionar la sefal temporal de las distintas regiones
de interés para formar lo que se conoce como redes del cerebro. Esto corresponde

a crear una red, o grafo, donde cada nodo sea una region de interés y analizar las
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Figura 1.5: Adaptado de Scheinost et al. 2017. Se muestra una representacion caracteristica
para analizar las redes funcionales del cerebro. Distintas regiones anatomicas del cerebro
se representan a través de distintos colores que permiten identificar su extension espacial.
Luego se correlacionan las sefiales temporales representativas de cada regién para evaluar
la conectividad entre ellas.

conexiones entre cada uno de ellos. En la figura 1.5 se observa un esquema adaptado
de Scheinost et al. 2017, donde se muestra la representacion tipica para analizar la
conectividad cererbral. En dicho trabajo se definen redes del cerebro para estudiar
la influencia del estrés prenatal en la conectividad. Distintas regiones anatomicas
del cerebro se representan a través de distintos colores que permiten identificar su
extension espacial. Luego, a cada una de estas regiones se asigna una sefial temporal
representativa, la cual se puede correlacionar con la sefial andloga de otra region.
Asi, dos sefiales con comportamientos similares representan una alta conectividad
entre dichas regiones, mientras que sefiales no coincidentes representan una baja
conexion.

A pesar del notable incremento en la utilizacién del fUS para estudiar el cerebro,
son escasos y muy recientes los trabajos donde se analiza la conectividad cerebral en
ratones u otros pequefios animales. Esto refiere a la relacion funcional entre distintas
partes del cerebro, y como esta asociacion varia en el tiempo. En el caso de Ferrier
et al. 2020 se analiza la respuesta a un estimulo y la conectividad para distintos
niveles de anestesia en ratones. Posteriormente, se compara la conectividad mientras
el ratén estd siendo estimulado y cuando no lo estd, con el objetivo de estudiar la
estructura de una posible red por defecto (Default Mode Network). Este tipo de
redes ampliamente estudiadas en humanos comprende un conjunto de asociaciones
funcionales cuando el individuo no esta recibiendo un estimulo o tarea especifica,
simplemente censando de forma pasiva el entorno. De dicho trabajo se desprende la
hipdtesis de existencia de una posible red por defecto andloga en ratones.

Por otro lado, en Bertolo et al. 2021 se estudia la conectividad y emergencia de
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redes del cerebro de ratones utilizando fUS en 3 dimensiones. Se logra obtener ima-
genes del cerebro completo y comparar la respuesta al estimulo cuando el animal
estd anestesiado y cuando estd despierto. Finalmente en el trabajo de Baranger et
al. 2021 se aplica fUS para analizar la conectividad en neonatos. En dicho trabajo
se demuestra la conectividad interhemisférica en el cerebro de recién nacidos y se

estudian las diferencias en la red talamo-cortical para bebes prematuros.

1.4. Ultrasonido funcional como herramienta para

estudiar enfermedades neurodegenerativas

Entender el funcionamiento dindmico del cerebro no solamente aporta a una
comprension fundamental de los mecanismos neurolégicos sino también a la posi-
bilidad de diagndsticos y andlisis clinicos de enfermedades. En los tltimos afios se
ha logrado aplicar satisfactoriamente ultrasonido funcional para evaluar alteracio-
nes vasculares en alguna de las principales enfermedades neurodegenerativas. En
el reciente trabajo de Morisset et al. 2022 utilizan fUS para estudiar la dindmica
vascular de la retina en un modelo de demencia en ratas. Se demuestra la capacidad
del fUS para reportar cambios en la respuesta hemodindmica entre ratones sanos
y enfermos, permitiendo asi una temprana deteccion de alteraciones debidas a la
enfermedad. Como segundo ejemplo, el trabajo de Rytkonen et al. 2020 reporta va-
riaciones en la respuesta vascular medidas con fUS para ratones que modelan la
enfermedad de Alzheimer, acompafados ademads de efectos de neuroinflamacién y
afeccion de la densidad sindptica. De esta forma el fUS se posiciona como una po-
tente herramienta para el andlisis y diagnéstico de afecciones neurodegenerativas.

En particular, la enfermedad 1llamada Charcot-Marie-Tooth (CMT) es el desor-
den neuromuscular hereditario mas comuin en humanos, con una prevalencia de 1
en 2500 (Pareyson y Marchesi, 2009)(Reilly et al. 2011). Los sintomas se presen-
tan en humanos como pérdida y debilitamiento muscular, comenzando por tipicos
arqueamientos de pies y dedos del pie, continuando con una degeneracién completa
de los miembros inferiores, y en estados més avanzados con la atrofia de manos
y miembros superiores. CMT estd precisamente caracterizada a nivel molecular lo
que permite diagndsticos certeros, pero aun no existe un tratamiento farmacéutico
efectivo para su reversion y el tratamiento se restringe a la rehabilitaciéon muscular
o cirugias como método paliativo de las deformaciones.

La causa de CMT reside en la mutacion de ciertos genes que codifican proteinas
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asociadas a procesos de mielinizacién y formacién cito esquelética en las células
de Schwann (Kun, Rosso et al. 2012). Estas células son las glias presentes en el
sistema nervioso periférico y su funcion es la de efectivizar el proceso de transmi-
sién del impulso nervioso a través del axén. Por lo tanto, se puede considerar a la
enfermedad de CMT como una afeccion nerviosa periférica.

Entender los mecanismos neuroldgicos subyacentes a dicha enfermedad resul-
ta primordial para una comprension integral de la misma, y para el desarrollo de
posibles diagndsticos tempranos y tratamientos. En este sentido, a nivel local se
ha comenzado a estudiar la enfermedad de CMT en un modelo de ratén denomi-
nado Trembler (Di Tomaso et al. 2022)(Vazquez Alberdi et al. 2022)(Damian et
al. 2021)(Kun, Canclini et al. 2012). Esta cepa presenta una mutacién genética es-
pontdnea que afecta la codificacion de una proteina denominada PMP-22 (Periphe-
ral myelin protein 22). Esta es la encargada de la mielinizacion en las células de
Schwann, generando asi una hipomielinizacién del axén (J. Li et al. 2013). Mas
especificamente el modelo Trembler-J presenta exactamente la misma mutacién
puntual de la proteina PMP-22 que aparece en humanos con CMT (Valentijn et
al. 1992)(Martini, 1997). Esto presenta una gran ventaja a nivel biolégico ya que
no debe intervenirse el modelo para lograr la enfermedad, sino que se da de forma
espontdnea como herencia genética. Los sintomas que presentan los ratones en este
caso son movimientos erraticos, temblores constantes y ocasionales convulsiones
que llevan a una esperanza de vida menor (Suter et al. 1992).

Los trabajos recientes a nivel local han abierto la posibilidad de entender esta
neuropatia no solamente como una afeccion a nivel del sistema nervioso periférico
sino también debida a componentes del sistema nervioso central. En particular, en
el trabajo de (Damian et al. 2021) se muestra que la presencia de PMP-22 en la
region del hipocampo, y comportamientos diferenciales en test de ansiedad, indican

que dicha regién puede jugar un rol preponderante en el desarrollo de la afeccion.

1.5. Objetivos y estructura de la tesis

De esta manera, surgen las siguientes interrogantes: ;es posible implementar el
fUS para analizar esta enfermedad a través del modelo Trembler?, ;es el fUS su-
ficientemente sensible para detectar alteraciones en la conectividad y la respuesta
a un estimulo en el modelo de CMT?, ;tiene esta enfermedad una alteracién del
componente neurovascular central? Esta tesis se propone responder estas pregun-

tas, teniendo como objetivo general la implementacién del fUS para estudiar el
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modelo Trembler y aportar a una mejor comprension de la enfermedad Charcot-
Marie-Tooth.

Para lograr esto nos propusimos una serie de objetivos especificos que permitan
ir abriendo el camino. La primera meta fue la implementacion de la técnica de Dop-
pler Ultrarrdpido, base del ultrasonido funcional. Hasta nuestro conocimiento, es la
primera vez que un grupo de investigacion nacional o regional utiliza imagenologia
por ultrasonido para el andlisis de la actividad cerebral. Para lograrlo, una primera
etapa consistio en familiarizarme con la técnica a través de una revision bibliogréfi-
cay una revision de los cédigos de programacidn para obtener las imdgenes. Luego,
desarrollar el dispositivo experimental, que incluyd la puesta a punto de la secuencia
de adquisicion de imégenes, el disefio de la metodologia experimental para adquirir
las imdgenes en ratones y el flujo de trabajo para el procesamiento de los datos. Esta
etapa finalizé una vez desarrollada una metodologia lo suficientemente robusta de
adquisicion de imégenes.

El segundo objetivo intermedio fue aplicar la imagenologia Doppler Ultrarra-
pida para evaluar si resulta suficientemente sensible para detectar variaciones del
flujo sanguineo entre dos grupos. En este caso evaluamos si existen alteraciones
a nivel neurovascular entre ratones adultos jovenes y adultos viejos debidas al en-
vejecimiento. Luego de la adquisicion satisfactoria de las imdgenes, se procesaron
mediante un método de segmentacion en distintos niveles de flujo con el objetivo de
obtener una caracterizacién del CBV en cada individuo. Estd novedosa propuesta
nos permitié discriminar el flujo de forma eficiente, pudiendo evaluar las diferen-
cias entre grupos, y encontrando un decremento de la perfusion sanguinea en los
ratones mds viejos. Para validar los resultados obtenidos con imagenologia Dop-
pler, los mismos ratones fueron evaluados con la técnica de Microscopia Confocal
(MC). Esta técnica ampliamente utilizada en caracterizacion vascular permite una
resolucion espacial mucho mayor que el Doppler (en el entorno de los micréme-
tros). A través de MC se convalidaron los resultados Doppler, hayando en este caso
un detrimento de la red vascular en los ratones mas viejos. Esto valida la potencia-
lidad del ultrasonido para estudiar diferencias en el flujo sanguineo cerebral entre
distintos modelos neurol6gicos. Asimismo, la utilizacién combinada de ambas téc-
nicas contribuye de manera importante a entender la relacion entre la red vascular
y la perfusion sanguinea, aplicado en este caso a la regién del hipocampo. Esta tra-
bajo comparativo se condensa y finaliza con la publicacién de un articulo cientifico

(Anzibar Fialho; Vazquez Alberdi; Martinez et al. 2022).

El dltimo objetivo especifico refiere a la implementacion del fUS y su aplica-
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cion a ratones Trembler. En este caso se utiliza una adquisicién y procesamiento de
imégenes similares al caso anterior pero se realiza un redisefio del procedimiento
experimental ya que el objetivo es evaluar la variacion del CBV en el tiempo. Una
vez adquiridos satisfactoriamente los datos para ratones Trembler y ratones sanos,
se evalia la respuesta a un estimulo sensorial especifico y se estudia la conectividad
en cada grupo. Se definen pardmetros para la caracterizacion de estas dos variables,
lo que permite confirmar alteraciones en la activacion cerebral y conexién intrinseca
en ratones Trembler. Segun la bibliografia consultada, esta es la primera vez que se
describe una alteracion funcional de este tipo para dicho modelo animal, reforzando
ademas los trabajos previos que indican la alteracion a nivel del sistema nervioso

central.

La estructura de la tesis tiene una correspondencia con los objetivos especificos
planteados y acompafia de forma cronoldgica el desarrollo del trabajo. El primer
punto es comprender como se adquieren las imagenes por ultrasonido del cerebro
y cémo se realiz6 experimentalmente en nuestro caso. Para ello, en el capitulo 2 se
describen los principios fisicos detrds de la obtencién de imédgenes, realizando un
desarrollo constructivo de los distintos elementos necesarios para implementar la
imagenologia Doppler Ultrarrdpida, y posteriormente el ultrasonido funcional. En
el capitulo 3 se describe el dispositivo experimental utilizado y parte de la meto-
dologia general que permite obtener una imagen correcta, especialmente al filtrado
de las imdgenes para poder obtener la sefial de flujo sanguineo. El capitulo 4 des-
cribe los métodos y resultados del trabajo comparativo entre imagenologia Doppler
y microscopia confocal. La discusién presentada en esta seccion confirma la gran
capacidad del ultrasonido para estudiar la vasculatura cerebral y sus posibilidades
de aplicacion. En el capitulo 5 se describe la implementacion del fUS y su aplica-
cién al modelo de degeneracion Trembler. Los resultados y discusion presentados
demuestran la potencialidad del método, asi como la gran relevancia bioldgica para
entender en mayor profundidad el modelo de ratén utilizado y la consecuente enfer-
medad. El capitulo 6 contiene las conclusiones generales del trabajo, y el capitulo 7
las consideraciones que surgen del proceso integral del trabajo en su conjunto y se

presentan los posibles trabajos a futuro.
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Capitulo 2

Imagenologia Doppler Ultrarrapida

y Ultrasonido Funcional

La imagenologia por ultrasonido tiene sus principios basicos en la eco localiza-
cion, técnica que muchos animales en la naturaleza, como murciélagos o delfines,
utilizan como fuente de percepcion y ubicacion espacial. Esto lo logran emitiendo
ondas de sonido y recibiendo dicha onda reflejada luego de ser distorsionada por
el medio. Los primeros sistemas de eco localizacion creados por humanos se utili-
zaban para la exploracion sub acudtica, especialmente tras el incidente del Titanic
en 1913, el interés por sensar las profundidades del mar cobré una gran relevancia

(Szabo, 2004), dando lugar al instrumento conocido como sonar.

En los afios siguientes a la segunda guerra mundial, tras el desarrollo tecnol6gi-
co del sonar y el radar, las tecnologias aplicadas a ondas de sonido, puestas ahora
a disposicion de la medicina, permitieron explorar el interior del cuerpo humano.
De esta forma, y tras la invencion del reflectoscopio utilizada para localizar defec-
tos en metales, se comenzaron a desarrollar los primeros instrumentos de imagenes
médicas utilizando sonido (Szabo, 2004). La velocidad del sonido en los tejidos hu-
manos no presenta una gran variabilidad, esto posibilita una localizacién precisa en
profundidad de distintos objetivos, lo cual se logra a partir de calcular los tiempos
de vuelo de las ondas de sonido. El valor establecido para la velocidad del sonido en
tejidos blandos es de ¢ = 1540 m/s, y fue medido en 1950 por George D. Ludwing,

manteniéndose hasta el dia de hoy como el valor estdndar utilizado.

Cuando una onda de sonido se propaga en un medio, como el interior del cuerpo
humano, su energia serd atenuada en funcion de la distancia. Esto puede ser debi-

do a que la onda es reflejada o dispersada(en inglés scattering), o a que la onda es
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absorbida por el medio transfiriendo calor al mismo (Shung, 2005). Las imédgenes
ultrasénicas son formadas a partir de los ecos reflejados en la interfaz de dos estruc-
turas, como también del scattering difusivo debido a inhomogeneidades del medio.
Es decir, que el cambio de impedancia acustica de los distintos tejidos presentes
en el medio, refleja las ondas de sonido que vuelven al receptor. Debido a que la
velocidad del sonido es la misma para todos estos tejidos, entonces la sefial prove-
niente del scattering serd caracteristica de la forma y composicién de los dispersores
allf presentes. Luego, el procesamiento de esta sefial permite la reconstruccion del
medio en una imagen con una escala representativa de la densidad de dispersores.

Paralelamente, estos avances fueron posibles gracias al desarrollo y entendi-
miento de nuevos materiales, en especial los denominados piezoeléctricos. Estos se
caracterizan por sufrir cambios en sus dimensiones fisicas al aplicarles un campo
eléctrico, y de forma inversa generan una diferencia de potencial interna al apli-
carles una deformacién (Shung, 2005). Cristales con estas propiedades son la base
de cualquier transductor ultrasénico actual. Tomando ventaja de su doble utilidad,
por un lado se aplica un campo eléctrico al cristal para generar ondas de sonido a
partir de la deformacién del material, y en el proceso inverso, son utilizados para
la recepcion de ondas que deforman el material y transducen el impulso a una se-
nal eléctrica. De esta manera la intensidad de la onda recibida se verd como una
variacién de potencial eléctrica en la sefal.

En especial, la imagenologia Doppler (técnica central de este trabajo) es posible
gracias a la dispersion de la onda por los glébulos rojos presentes en el torrente san-
guineo (Angelsen, 1980)(Yuan y Shung, 1988). La capacidad de resolucion para ver
estos dispersores dependerd de la longitud de onda del sonido que se esté enviando
al medio, ya que debe ser del orden del tamafio del dispersor que se quiere observar.
Por lo tanto una menor longitud de onda corresponde a una mejor resolucién. Sin
embargo, cuanto menor es la longitud de onda (o, si consideramos una velocidad
constante en el medio, mayor frecuencia) tendremos mds atenuacién de la onda,
por lo tanto existe un compromiso al momento de elegir qué transductor utilizar en

funcién de la aplicacion.

2.1. Efecto Doppler y Power Doppler

Algunas de las técnicas ultrasénicas que permiten la visualizacién del flujo san-
guineo dentro del cuerpo se valen del efecto Doppler, que corresponde al cambio de

frecuencia experimentado por una onda cuando hay una variacion en la velocidad
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relativa entre la fuente y el receptor. Supongamos que la fuente emite sonido a una
frecuencia f mientras se mueve a una velocidad v hacia el receptor, que a su vez
tiene una velocidad u en direccion a la fuente, entonces la frecuencia percibida por

el receptor estard dada por (Kinsler et al. 2000):

c+u
cC—7

f'=r

en el caso de que la fuente se aleje del observador v es negativa, de la misma

2.1

forma si el receptor se aleja de la fuente entonces u es negativa. En el caso que v < ¢
y u < c la ecuacion anterior se puede simplificar desarrollando a primer orden los

términos del numerador y el denominador y obtener la siguiente ecuacion:

u+v
c

J=n+

Lo descrito anteriormente es valido para el caso en que observador y fuente

] (2.2)

se muevan en la misma linea de direccion, en el caso de que la direccién se de
con un angulo debemos hacer una correccion en la ecuacion. Esto es lo que ocurre
cuando un transductor envia una onda de sonido al interior del cuerpo para observar
el movimiento de la sangre. En este caso la direccion de propagacion de la onda
acustica y el movimiento de las células del flujo sanguineo no serd siempre paralelo.
Como vemos en la figura 2.1 tenemos un dngulo ¢ entre el haz de ultrasonido y la

direccion de movimiento de los glébulos rojos que viajan a una velocidad v:

Transductor

Figura 2.1: Esquema de insonificacion de un vaso sanguineo con un haz de ultrasonido. El
haz y la velocidad de movimiento de los glébulos rojos presentes en la sangre forman un
dngulo 6. Adaptado de (Shung, 2005)
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en este caso solamente la componente de velocidad paralela al haz es la que
ocasionara el cambio en frecuencia, en este caso seria v.cosf. Utilizando la ecuacion
2.2 podemos calcular la frecuencia percibida por el observador (los glébulos rojos)

como:

.costl
fé“:fT<1+UCOS

donde fr es la frecuencia transmitida por el transductor y c es la velocidad del

) (2.3)

sonido en el medio. Luego de que la onda es difractada y vuelve al transductor,
experimenta un nuevo cambio en frecuencia debido a que la fuente, que ahora son
los glébulos rojos, tienen un movimiento relativo con respecto al observador, que

ahora es el transductor. Este cambio en frecuencia seria, a primer orden:

v.cosb v.cosb v.cosb 2v.cosl

fr=fr(1+ )= fr(1+ )(1+ ) %fT(lJFT) (2.4

donde fr es la frecuencia recibida por el transductor y se utilizé la ecuacién 2.3
para la frecuencia de los ecos a partir de los glébulos rojos. Lo que nos interesa
computar es la diferencia entre la frecuencia original emitida por el transductor y la
frecuencia final recibida, a la cual llamaremos Frecuencia Doppler:
2Uf0

1) = ——cosb (2.5)
c c

2v.cosb

Joop = fr—fr= fr(1+

Si invertimos la relacién anterior despejando para la velocidad obtenemos:

CfDop
= — 2.
YT focost 26

De esta forma lo métodos de imagenologia Doppler permiten medir la veloci-
dad de la sangre a partir del cambio en frecuencia experimentado por las ondas de

ultrasonido que son enviadas al medio y difractadas por los glébulos rojos.

Las primeras técnicas desarrolladas para medir dicha velocidad consistian en
enviar ondas de ultrasonido de forma continua al medio y evaluar la frecuencia Dop-
pler a partir de un espectrosonograma, que consiste en mostrar la frecuncia Doppler
o velocidad en funcién del tiempo. Esta sefial recibida del medio es lo que deno-
minamos sefial Doppler (Szabo, 2004). Para los transductores usados clinicamente,
que su frecuencia de emision varia entre 1-15 MHz, y para velocidades de la sangre

tipicas en el cuerpo humano, entre 10-100 cm/seg, las frecuencias Doppler caen,
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fortuitamente, dentro del rango audible. Por lo tanto los primeros diagndsticos se
limitaban a «escuchar» el flujo sanguineo (Nelson y Pretorius, 1988). En este caso,
el transductor se divide en dos piezoeléctricos, uno que se encarga de enviar la onda
y otro de recibir.

La principal desventaja presentada por este método es la imposibilidad de dife-
renciar espacialmente de donde proviene la sefial Doppler Shung, 2005. Si tenemos
dos vasos muy préximos en la region donde estamos enviando las ondas de sonido,
lo que tendremos es una sefial global que no permite medir individualmente la ve-
locidad en cada uno de los vasos. Para salvar este problema en vez de realizar una
emision continua se aplicaba una emision por pulsos de ultrasonido, esto se conoce
como Doppler pulsado o Pulsed Wave Doppler (PW). La principal ventaja de esto
es que podemos controlar la profundidad a la que estamos enviando el pulso de ul-
trasonido; ya que conocemos la velocidad de propagacién en el medio y podemos
medir el tiempo que demora en salir y volver el pulso al transductor.

El diagrama de la figura 2.2 muestra los pasos necesarios para obtener la se-
nal Doppler con la técnica de PW. Un generador de pulsos de varios ciclos excita
al transductor pasando antes por una compuerta que permite diferenciar entre la
recepcién y emision, ya que en este caso se utiliza el mismo piezoeléctrico para
ambas funciones. A su vez, el mismo pulso enviado al transdcutor se almacena con
un delay temporal que va a servir para sincronizar o activar el circuito de muestreo.
Por lo tanto, en la técnica de PW la frecuencia de muestreo de la sefial Doppler
estard dada por la diferencia de tiempo entre la emisién de un pulso y el siguiente.
Esto se suele denominar frecuencia de repeticion de pulsos (PRF-pulse repetition
frequency). Los ecos que recibe el transductor son amplificados y demodulados a
través de la técnica de muestreo en fase y cuadratura (Szabo, 2004) (Evans et al.
2011). De forma simplificada, esto consiste en muestrear la sefial a un tiempo %y, y
luego muestrearla un tiempo to + Tprr/4, donde Tpgr es el periodo de repeticién
de pulsos Tprr = 1/PRF'. Esto permite separar la sefial analégica original en dos
senales digitales denominadas I (en fase) y Q (en cuadratura). Esto es imprescindi-
ble para poder diferenciar la direccion de movimiento del flujo sanguineo (Szabo,
2004). Por ultimo, se aplica un filtro para eliminar las frecuencias bajas presentes
en la sefal Doppler. Estas sefiales corresponden a movimientos lentos provenientes
principalmente de los tejidos aledafios al vaso sanguineo.

Una contraparte de este método es la velocidad méxima que se puede medir. En
este caso estard limitada por el PRF, que, por el teorema de muestreo de Nyquist,

debe ser dos veces mayor a la maxima frecuencia Doppler que estemos midiendo.
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Figura 2.2: Esquema de adquisicién de la sefial Doppler para la técnica de Doppler pulsado.
Adaptado de (Shung, 2005)

De otra forma tendremos aliasing, es decir la aparicion de frecuencias espurias en

la senal debido al submuestreo.

4vma:v fO
C

PRF >2fp,.. > (2.7)

donde se uso la ecuacion 2.6 para un angulo # = 0. Ademads el PRF se relaciona
con la profundidad de la regién donde estamos obteniendo la sefial, ya que todos los

ecos deben llegar al transductor previo a que se envie el siguiente pulso, es decir:

1 2z
T = mar 2.8
PRF PRE > . (2.8)

por lo tanto juntando las dos ecuaciones anteriores tenemos una velocidad ma-

xima de:

C2

Umaz S 8 fozmms (2.9)

Una vez que se tiene la sefial Doppler se puede analizar de diversas maneras;
en primer lugar, al igual que se menciond para el Doppler de emision continua, se
puede escuchar el espectrosonograma. Otra técnica mds avanzada permite super-

poner un mapa de colores sobre una imagen ecografica convencional de la regién
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que se estd estudiando donde se da la informacién de velocidad media en la region
de estudio. Esto es conocido como Color Doppler (Evans et al. 2011). En la figura
2.3A se observa un ejemplo de esta técnica donde el mapa de colores muestra la
magnitud y direccién de la sangre en un arteria y una vena. El valor de velocidad
en este caso no se obtiene de una tnica medicion sino haciendo un promedio de la
senal Doppler (Kasai et al. 1985) (Angelsen, 1981).

RENAL TRANSPLANT VASCULATURE

Figura 2.3: (A) Imagen tomada de (Evans et al. 2011) donde se muestra la técnica de
Color Doppler para medir la velocidad en la arteria femoral superficial (SFA) y la vena
femoral superficial (SFV). (B) Imagen en la modalidad Power Doppler de la vasculatura
renal. Extraido de (Szabo, 2004)

En dltimo lugar, y de forma mads relevante para este trabajo, otra informacion
que se puede obtener de la sefial Doppler es su potencia, cuya técnica imagenologi-
ca se conoce como Power Doppler (Rubin et al. 1994), (Babcock et al. 1996). Esta
modalidad es mas simple de implementar que el Color Doppler y presenta algunas
ventajas importantes para el estudio de ciertos flujos. Matematicamente, consiste en
cuantificar, a partir de la sefial Doppler (Spoppier(f)), su intensidad, lo que corres-
ponde a la integral de la densidad de potencia espectral (Szabo, 2004):

—0o0

oo 00 N
/ P(f) df = / SDOppl@r(f)2 df ~ Z [2(n> + QQ(n) (210)
- n=1

donde I(n) y Q(n) son las sefales que se obtienen luego del muestreo por cua-
dratura, siendo n cada una de las muestras. En los trabajos Rubin et al. 1995 y
Rubin et al. 1997 se demuestra que el valor obtenido de la sefial de Power Dop-
pler es proporcional al volumen sanguineo del drea muestreada. En el trabajo de
Shung et al. 1976 se explica como la sefial Doppler estd directamente relacionada

al scattering producido por los glébulos rojos presentes en la sangre. De esta forma
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la informacién obtenida corresponde a la cantidad de glébulos rojos que se estdn
insonorizando, desplegada como una escala de colores como se muestra en la figura
2.3B. A esta sefial de volumen sanguineo se la denomina Cerebral Blood Volume
(CBV).

A diferencia del Color Doppler en este caso no tenemos ninguna informacién
de la direccion y velocidad del flujo. Sin embargo, representa ciertas ventajas como
la capacidad de detectar sefial aun teniendo un flujo perpendicular al haz de ultra-
sonido, el problema del aliasing es eliminado ya que en este caso no nos importa
la velocidad, y las imdgenes pueden promediarse para alcanzar una mejor relacion
sefal sobre ruido. De esta forma el Power Doppler resulta ser una técnica mucho
mds sensible para detectar flujo que el Color Doppler (Babcock et al. 1996). Esto
resulta especialmente importante a la hora de observar el flujo en vasos pequefios

como los presentes en el cerebro de pequefios animales.

2.2. Imagenologia Ultrarrapida

Tradicionalmente, la imagenologia médica por ultrasonido consiste en focalizar
un haz de ultrasonido en una regién especifica y registrar los ecos producidos por
los dispersores presentes en dicha region del medio. Existen miutiples maneras de
representacion de la sefial producida por la retro dispersion o backscattering, la mas
sencilla se conoce como A-mode, que consiste en utilizar un tinico transductor para
enviar y recibir un haz de sonido, y graficar la amplitud de la sefal de backscattering
en funcién del tiempo (figura 2.4A). En este caso la amplitud es proporcional a un
voltaje que corresponde a la excitacion del piezoeléctrico que compone el transduc-
tor. El tiempo que demora el eco en volver al transductor lo relacionamos, a través
de la velocidad del sonido en el medio, con la profundidad del dispersor que genera
dicha sefial. De esta forma podemos tener una nueva representacion denominada
B-mode, donde la amplitud de la sefal recibida se muestra en escala de grises en
funcién de la profundidad (figura 2.4B). Finalmente, utilizando un arreglo de trans-
ductores, que se denomina array, podemos llegar a la cldsica representacién en 2
dimensiones espaciales, donde cada punto de la grilla contiene la informacién de la
amplitud del backscattering (figura 2.4C).

Para el caso de la imagen en 2 dimensiones, como la que se observa en la figura
2.4C, debemos considerar que la sefial de backscattering proveniente de un punto
especifico (x, z) tiene distintos tiempos de recorrido para cada uno de los elementos

del array. Tomando como referencia la figura 2.5A vemos que para el elemento
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Figura 2.4: (A) Esquema de funcionamiento del A-mode, donde la informacién que se
obtiene es la amplitud de la sefial de backscattering en funcién del tiempo. (B) Esquema
de funcionamiento del B-mode, donde la informacién que se muestra es la amplitud en
escala de grises en funcién de la profundidad. Siendo blanco el mayor valor de amplitud
y negro el cero. (C) B-mode en 2 dimensiones tomado con un conjunto de piezoeléctricos
(transductores). En este caso el transductor es un conjunto de varios piezoeléctricos. Imagen
extraida de (Montaldo et al. 2009).

ubicado en la posicion z; la distancia que debe recorrer el eco proveniente de (z, z)

es v/22 + (z — x1)2, mientras que para el elemento ubicado en z dicha distancia es
z. Para una velocidad en el medio de propagacién de ¢ = 1500m/s (valor tipico
utilizado para el cuerpo humano), entonces estas distancias se pueden expresar en
tiempos como ¢ = . Considerando ahora el recorrido total de la onda de sonido,
que sale del elemento z, viaja al punto (z, z) y retorna al punto x;, podemos escribir

el tiempo total como:

(2.11)

5 — 2
Tz, 2, 2) =~ + vt @)
C

c

De esta forma, para cada elemento del transductor el eco proveniente del punto
(z, z) llegara con una diferencia temporal respecto a los demas, esto se ilustra en
la figura 2.5B. Para poder sumar las contribuciones de forma coherente y obtener
una unica sefial para dicho punto de la imagen debemos realizar el proceso que
se conoce como formacion de haz o beamforming (Shung, 2005). Este consiste en

aplicar un delay temporal a la sefial que llega a cada elemento teniendo en cuenta la

22



ecuacion 2.11.

A B
— ﬂ’tﬂ ] ﬂ’(ﬂ
(SR | A
! nﬂflur\ £ Al \
_— H— = ﬂ:’cﬂ 5)
) — £l )
—}_[‘ﬂd}w— = W
) .

Figura 2.5: (A) Esquema de recepcién para un elemento ubicado en z;. El eco de un haz
de ultrasonido emitido en el punto x y recibido por el elemento x; corresponde al sonido
viajando hasta un difusor a una profundidad z y luego una distancia /22 + (z — x1)? hasta
el elemento x;. (B) Para poder sumar coherentemente los ecos producidos por un difusor en
(x, z) se deben aplicar los retardos temporales correspondientes a cada uno de los elementos
del array.

La forma tradicional de obtener una imagen de ultrasonido consiste entonces
en: focalizar la emision pulsada de varios elementos en un punto objetivo (esto se
hace también a través de retardos temporales pero aplicados a la emisién (Tanter y
Fink, 2014)), recibir las sefiales de backscattering, y aplicar un beamforming para
reconstruir una unica linea de imagen. Luego, la imagen completa se forma linea
por linea, cambiando el punto de focalizacidén para todo el campo de vision del
transductor (figura 2.6A).

Sin embargo, esta metodologia representa una limitante si se quieren observar
procesos que ocurren rapidamente, como puede ser la propagacion de una onda me-
cénica dentro del cuerpo humano o el movimiento de la sangre en algunos vasos. Por
lo tanto, para poder estudiar estos procesos se requiere adquirir una gran cantidad
de imégenes por segundo. En primer lugar, las limitaciones del ultrasonido con-
vencional se dan porque debemos realizar el beamforming para cada linea previo a
pasar a la siguiente, lo cual introduce un tiempo significativo de procesamiento que
restringe la cadencia final a 30 o 40 imédgenes por segundo (Montaldo et al. 2009).
En segundo lugar, y especialmente cuando queremos observar movimientos rapidos
como los hemodinamicos, tendremos una falta de sincronizacién entre los distintos
puntos de la imagen; por ejemplo, entre la primera linea de focalizacién y la dltima
pueden pasar varias décimas de segundo (Mace et al. 2013). Para superar estas difi-

cultades y poder obtener mayor cantidad de frames por segundo se desarrollé lo que
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se conoce como imagenologia ultrarrdpida (Montaldo et al. 2009)(Tanter y Fink,
2014)(Bercoff et al. 2011).

Esta técnica consiste en emitir ondas planas con todos los elementos del array
para generar una sefial de backscattering de todos los puntos de la imagen a la mis-
ma vez (figura 2.6B). Luego estos ecos son recibidos y almacenados en la memoria
de la computadora. Finalmente, la imagen total se reconstruye a partir de un beam-
forming paralelo, ya que en este caso los retardos temporales que se deben aplicar
son los mismos para todas las emisiones. De esta forma se aumenta considerable-
mente la cantidad de frames por segundo que se pueden obtener en comparacion
al método de focalizacion, pudiendo conseguir hasta 100 veces més frames en una
misma ventana temporal (Bercoff et al. 2011). Sin embargo, la calidad de la imagen
se ve afectada y la relacion de sefial sobre ruido no alcanza los valores obtenidos por
el método de focalizacion (Montaldo et al. 2009). Para ello, se propuso una mejora
en la técnica que consiste en emitir ondas planas con diferentes dngulos, recuperan-
do de forma virtual la focalizacion en distintos puntos de la imagen (figura 2.6). La
imagen final en este caso es una imagen compuesta que resulta de sumar las imége-
nes ultrarrdpidas para los distintos dngulos, donde en cada una de ellas lo retardos
temporales deben contemplar el dngulo de emisién (Montaldo et al. 2009). De esta
forma se pueden obtener imagenes de igual calidad que el método de focalizacién

pero con una frecuencia de imagen 16 veces mds grande (Bercoff et al. 2011).

2.3. Doppler Ultrarrapido y Ultrasonido Funcional

La imagenologia ultrarrdpida aplicada a la técnica de Power Doppler trae consi-
go un importante incremento de la sensibilidad en las imdgenes. Es decir, aumenta
la capacidad de detectar sefial de flujo con intensidades muy pequeias en relacion a
las fluctuaciones propias de la técnica. La capacidad de adquirir una gran cantidad
de imagenes por segundo y la baja velocidad de la sangre en la neurovasculatura
(varia entre 0.5 y 1.5mm/s, Ivanov et al. 1981) permiten que las sefiales sean pro-
mediadas, incrementando de esta forma la relacion sefial sobre ruido (Mace et al.
2013). Esto es especialmente importante para poder muestrear la vasculatura cere-
bral ya que el flujo en pequenos vasos se vuelve dificil de detectar mediante los
métodos tradicionales de imagenologia Doppler.

En la figura 2.7 se comparan la metodologia y resultados alcanzados con ultra-
sonido convencional de focalizacidon, y lo equivalente para el doppler ultrarrdpido

aplicado a la vasculatura cerebral. En el caso del ultrasonido convencional (figura
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Figura 2.6: (A) Esquema de la técnica convencional para imagenes de ultrasonido. Se fo-
caliza en distintos puntos de la regién de interés para ir construyendo la imagen final linea
por linea. (B) Para la imagenologia ultrarrdpida se emiten ondas planas y reconstruye toda
la regi6én de interés para un mismo instante. (C) Para incrementar el contraste en la image-
nologia ultrarrdpida se emiten ondas planas con distintos angulos, recuperando de manera
virtual, al momento de hacer el beamforming, la focalizacion en distintas partes de la ima-
gen.

2.7A) la imagen se subdivide en bloques de 16 lineas, donde cada una de ellas es
adquirida mediante focalizacién en aproximadamente 1ms. Luego para cada bloque
se toman unas 40 imégenes, y se continua al siguiente bloque hasta muestrear toda
la region deseada, teniendo esto un tiempo final de 0.32s. Por lo tanto para cada
punto de la imagen solo se obtuvieron 40 muestras en el tiempo total de adquisi-
cién. En el caso del Doppler Ultrarrdpido (figura 2.7B) se emiten 16 ondas planas
a distintos dngulos y se suman para formar una tnica imagen compuesta de todo
el cerebro en un tiempo de 1s. Luego, para un tiempo de 0.32s se pueden obtener
320 imdgenes compuestas que se promedian y filtran para alcanzar la imagen final.
En este caso cada punto de la imagen fue muestreado unas 320 veces, unas 8 veces
mads que en el caso anterior. En los resultados de ambos métodos se puede obser-
var de forma clara el importante incremento en la sensibilidad para detectar vasos
sanguineos.

La implementacion de esta técnica combinada se di6 inicialmente en los traba-
jos de Bercoff et al. 2011 y Mace et al. 2011. En el primero de ellos se compara el
método tradicional de imagenologia por focalizacion del haz con la imagenologia
ultrarrdpida aplicada a la visualizacion de flujo. Donde se demuestra la viabilidad
de la nueva técnica desarrollada en incrementar la cadencia de imagen, asi como la

mejora en resolucion, sensibilidad y capacidad de discriminar entre flujo y tejido.
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Figura 2.7: Adaptado de (Mace et al. 2013) en la que se compara: (A) la metodologia de
ultrasonido convencional focalizando linea a linea para las distintas partes de la imagen,
lo que genera una baja cadencia de imagen resultando en pocos puntos de muestreo para
observar el flujo vascular, finalmente se muestra el resultado de imagen obtenida, y (B)
metodologia e imagen final alcanzada con la técnica de Doppler Ultrarrapido, la cual a
partir de la emisién de ondas planas posibilita un incremento en la cadencia de imagen,
resultando en una mejor capacidad de detectar flujo en pequefios vasos del cerebro.

Se concluye que el Doppler Ultrarrdpido es una técnica capaz de obtener informa-
cién con alta resolucidn espacial y temporal simultaneamente, permitiendo realizar

andlisis a tiempo real de la dindmica vascular.

El segundo trabajo explora la utilizacion del Doppler Ultrarrapido para hacer
una andlisis funcional aplicado a la vasculatura cerebral en pequefios animales. Este
estudio sienta las bases para lo que se conoce como Ultrasonido Funcional (fUS,
por sus siglas en inglés), que corresponde a evaluar la respuesta neurovascular a un
estimulo sensorial especifico. La actividad neuroldgica conlleva un incremento en
la necesidad de oxigeno por parte de las neuronas, que se manifiesta en un necesario
aumento del flujo sanguineo hacia dichas células. Este sistema conjunto de neurona-
vasculatura se denomina acoplamiento neurovascular (Iadecola, 2017) y es la clave
del fUS. Esta asociacion permite que el estudio de la dindmica vascular sea repre-
sentativa de la actividad neuroldgica subyacente. En la publicacién de Mace et al.
2011 se describe la metodologia para evaluar la respuesta al movimiento de las vi-

brisas en ratas y su correspondiente activacion en la corteza cerebral. Esto se logra
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gracias a la capacidad del fUS de adquirir imdgenes cada 1 segundo permitiendo
asi evaluar la evolucién del flujo sanguineo en las distintas partes del cerebro. No
solamente se demuestra su capacidad de observar la respuesta a estimulos sino que
se aplica al estudio de la propagacién de un episodio de epilepsia cerebral inducida.

De esta forma el fUS se sitiia como una técnica de gran capacidad para estudiar
la dindmica del cerebro, principalmente debido a su resolucion espacio-temporal, su
profundidad de observacién y portabilidad (ver seccién Ultrasonido funcional apli-
cado al campo de la neurociencia"del capitulo 1). El trabajo de tesis aqui presentado
basa su metodologia en lo desarrollado por Mace et al. 2011. Para ello se tomaron
imagenes del flujo sanguineo cerebral de ratones con el objetivo de explorar nue-
vas capacidades de la imagenologia Doppler Ultrarrdpida y la implementacion del

ultrasonido funcional para estudiar la conectividad cerebral.

27



Capitulo 3
Dispositivo experimental

Como se menciond anteriormente el objetivo experimental es adquirir image-
nes Doppler Ultrarrdpidas del cerebro de ratones. En este capitulo se explica el
instrumental utilizado, el procedimiento para adquirir los datos, el procesamiento

necesario para obtener una imagen de flujo y los modelos animales utilizados.

3.1. Secuencia de adquisicion de imagenes

Para poder implementar la imagenologia Doppler ultrarrapida, y posteriormen-
te el Ultrasonido Funcional, necesitamos de un ecégrafo programable que permita
generar la secuencia de adquisicion necesaria para cada caso. De esta forma se uso
un sistema Vantage de Verasonics como se muestra en la figura 3.1A. Este equipo
tiene un médulo de conexién de 256 elementos lo que permite utilizar sondas de
igual o menor cantidad de elementos. En nuestro caso se utiliz6 una sonda de la
marca Vermon de 15MHz de frecuencia central con 128 elementos integrando un
array lineal. El paso entre elemento y elemento es de 0.1mm.

Previo a adquirir las imdgenes los animales se colocan en un sistema estereotixi-
co como el que se muestra en la figura 3.1B. Este permite fijar la cabeza del animal y
colocar la sonda en un sistema de posicionamiento de tres dimensiones para alinear-
la con el plano coronal del cerebro. En las tres direcciones el paso del movimiento es
0.1mm. Adicionalmente se utiliza una cama térmica (Physitemp HP-1M) conectada
a un control de temperatura continuo (Physitemp TCAT-2DF y Physitemp RET-3)
que mantiene al ratén en el entorno de los 37°C.

El proceso de adquisicion de las imdgenes, mostrado en la figura 3.2, comienza

por alinear la sonda ultrasénica al plano coronal. Debido a que la velocidad del so-
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Figura 3.1: (A) Imagen del sistema Vantage de Verasonics utilizado para adquirir las ima-
genes. (B) Sistema de posicionamiento estereotdxico donde se coloca el ratén junto a la
cama térmica y la sonda alineada a su cabeza.

nido en el aire es mucho menor a la velocidad en el tejido corporal se utiliza un gel
de ultrasonido para acoplar ambos medios y permitir que las ondas lleguen al cere-
bro. La sonda de emision-recepcion estd controlada por el sistema Verasonics que
contiene el cédigo para la secuencia de adquisicion. La frecuencia de muestreo del
ultrasonido corresponde a 500H z y se emiten ondas planas para 4 dngulos distintos
(—6°,—2°,2°,6°), donde se realiza un promedio de 3 emisiones y recepciones por
cada uno de ellos. La adicion coherente de las imédgenes para los distintos dngulos,
es decir realizar el beamforming correspondiente, da como resultado lo que llama-
mos la imagen compuesta. Una imagen Doppler corresponde al promedio de 350

imagenes compuestas.

Por lo tanto, tenemos una matriz de 2 dimensiones espaciales, en este caso de
128 x 82 pixeles (para las imdgenes presentadas en el capitulo 5 el tamaiio es
128 x 41), donde el tamano del pixel es (0.1 x 0.1)mm, y una dimensién tem-
poral correspondiente a las 350 imdgenes compuestas. Finalmente para obtener la
imagen que se muestra en la figura 3.2 se aplica un filtro espacio-temporal de des-
composicién en valores singulares (como se explica en la siguiente seccion) y se
promedian las 350 imagenes compuestas. El tiempo total para adquirir una imagen
Doppler es de 1 segundo. Como se explicé en el capitulo anterior, la intensidad de la
imagen corresponde al CBV medido para cada pixel, en este caso computado como
decibeles (dB).

El codigo utilizado en el ecografo fue escrito por Dr. Javier Brum y Dr. Jerome
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Figura 3.2: Flujo de adquisicién para una imagen Doppler. La sonda ultrasénica se alinea al
plano coronal y se conecta al sistema Verasonics. Con una frecuencia de muestreo de 500 H 2
se obtiene una imagen compuesta a partir de 12 emisiones de ondas planas (4 angulos y 3
emisiones por dngulo). La imagen final es el promedio de 350 im4genes compuestas que se
filtran a partir de una descomposicién en valores singulares (SVD).

Baranger, en base a cddigos anteriores desarrollados por el grupo de investigacién
Physics for Medicine (https://www.physicsformedicine.espci.fr/). En esta tesis se
realizd la revision de todos los procesos computacionales involucrados, se modifi-
caron los pardmetros necesarios para el equipamiento disponible y se efectuaron las

actualizaciones necesarias.

3.2. Filtro espacio-temporal para imagenes Doppler

Luego de la adquisicién de la imagen es necesario la aplicacion de un filtro
para eliminar informacién no deseada presente en las mismas. Adicionalmente a
las fluctuaciones relacionadas al flujo sanguineo, existe un movimiento de tejido,
de baja frecuencia, correspondiente a los movimientos propios del organismo del
animal. Convencionalmente esta sefial de baja frecuencia se elimina utilizando un
filtro pasa alto. Sin embargo, trabajos mds recientes han propuesto la utilizacién
de un filtro espacio-temporal conocido como descomposicion en valores singulares
(SVD por sus siglas en inglés) (Baranger et al. 2018) (Demene et al. 2015).

La descomposicion en valores singulares es una técnica ampliamente utilizada

en matematica y con aplicacion en muchas areas. La misma consiste en factorizar
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una matriz en funcién de autovalores y autovectores. El uso en tratamiento de ima-
genes viene dado por el hecho de que las imédgenes adquiridas corresponden a una
matriz de datos tridimensional, es decir una imagen en dos dimensiones y la tercera
dimensién temporal para las distintas imdgenes, donde cada entrada de la matriz
representa la sefial de Doppler de un punto del espacio.

El objetivo de esta técnica es descomponer una matriz M, real o compleja, de
tamafo m X n en una factorizacion de la forma M = UXV*, donde U es una matriz
real o compleja de m x m, X una matriz rectangular diagonal con valores reales no
negativos en la diagonal y V' es una matriz real o compleja de n x n (ver figura
3.3A). Las entradas diagonales o; de > son conocidos como valores singulares de
M. Las columnas de U y V' son conocidos como vectores singulares izquierdos y
vectores singulares derechos de M respectivamente. De esta forma, la matriz M
mapea la base de vectores V; con el vector unitario o;U;. Al ser matrices unitarias

lo mismo ocurre para sus transpuestas conjugadas U* y V.

LT T T T T T 1T 11

fre n, =92 px _:“ [~ noxn
[oro/]c HH
* — —'—_
u u =1, HH
= /" mg =350
l: 110
*
V V = |n n, = 128 px "

Figura 3.3: Representacion visual de la factorizacion de una matriz en valores singu-
lares. Las matrices asociadas a los vectores temporales (V) y los vectores espaciales
(U) son singulares. Adaptado de: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Singular-value-
decomposition-visualisation.svg

Los datos ultrasénicos de la forma s(z, z,t) de tamafo (n,,n.,n;) se pueden
reorganizar en una matriz S de tamafo (n, x n,,n;) (figura 3.3B). Es decir que
cada fila de la matriz S corresponde a la sefal temporal de un pixel de la imagen

ultrasénica. Luego la matriz se puede descomponer de la forma:
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S =UAV* 3.1)

las matrices U y V' (V* es la transpuesta conjugada) son ortonormales y de ta-
mafio (n, X n,,n, X n,)y (ng;n;) respectivamente, y contienen, en sus columnas,
los vectores singulares espaciales y temporales de S. A su vez, U y V contienen lo
autovectores de las matrices de covarianza SS* y S*S respectivamente. La matriz
A es de tamafo (n, X n,,n;) con coeficientes o, en su diagonal ordenados de for-
ma decreciente. La interpretacion que podemos hacer de la descomposicion SVD es
pensar a la matriz S como una suma ponderada de varias matrices A;, mas especi-
ficamente como el producto tensorial A; = U; ® V; (Baranger et al. 2018). De esta

forma la matriz S se puede escribir como:

S=> o0Ai=> al;aV, (32)

donde U; y V; son las columnas de las matrices definidas en la descomposicién
SVD'y o, los valores singulares ordenados en forma decreciente. Cada vector V; co-
rresponde a una sefial temporal de largo n; y cada vector U; corresponde a una sefal
espacial de largo n, X n.. De hecho cada vector U; describe una imagen espacial de
dos dimensiones [; de dimensiones (n,,n.). Por lo tanto, la descomposicion SVD
lo que hace es separar a la matriz S en imdgenes I; que son independientemente
moduladas por una sefial temporal V;. Es decir todos los pixeles de la imagen [; se
comportan de la misma forma temporal como V.

De esta forma las sefiales ultrasénicas espacio temporales s(x, z, t) se reescriben

como:

rango(S)

s(z,z,t) = Z oili(z, 2)Vi(t) (3.3)
i
Asi las sefiales correspondientes al tejido, con mayor energia y coherencia es-
pacial de sus pixeles en el tiempo, se concentran en los primeros valores singulares.
De lo contrario la sefial del flujo se encuentra en los valores singulares més chicos
debido a su escasa coherencia espacio temporal.
Por lo tanto, si queremos eliminar los primeros N valores singulares, se coloca

un filtro a la matriz S lo cual corresponde a calcular:

ST =S(VI'V*) = (SVINHV* = UATV* (3.4)
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donde S/ es la matriz filtrada y I/ es la matriz identidad con ceros en los prime-
ros N valores de la diagonal, por lo tanto A/ es la matriz que contiene en la diagonal

los restantes valores singulares.

Existen diversos criterios que se pueden aplicar utilizando la descomposicion en
valores singulares para realizar el filtro sobre una imagen. En este caso nos basamos
en los estimadores correspondientes a los vectores singulares espaciales. Los demas
métodos se pueden ver en la seccion correspondiente del Anexo 1. Lo que se busca
en este caso es poder determinar el subespacio de los vectores espaciales asociado
al flujo sanguineo. A partir de la ecuacién 3.2, la matriz S se puede escribir como
la suma de multiples matrices uv; de tamafo (n, X n.,n;) ponderadas por el
valor singular o, donde uy y vy son los vectores columna de las matrices U y V'

respectivamente:

S=> opup; (3.5)

Cada vector uy, de tamafio (n, X n., 1) se puede reordenar en una imagen 2D de
tamafio (n, X n,). Por lo tanto, cada matriz u,v; se puede pensar como una imagen
de intensidad |u;| modulada en el tiempo por la sefial v;. Si consideramos que la
sefal de tejido y la sefal de flujo tienen distinta distribucion espacial, entonces los
vectores |uy| deben correlacionarse con los subespacios correspondientes a tejido y
flujo, pero no entre ellos. Esperamos que el tejido se encuentre en todo el campo
de vision de la imagen y presenta una alta correlacién temporal y espacial, mientras
que el flujo se restringe solamente a la red vascular presentando una menor corre-
lacién espacial y temporal. Por lo tanto, si calculamos la matriz de correlacion de
| |kefi,n,) de tamafio (n;,n;) deberfamos visualizar los distintos subespacios. Co-
mo se puede observar en la figura 3.4A los subespacios correspondientes al tejido y
al flujo se separan en cuadrados de correlacion que contienen los valores singulares
correspondientes. A partir de los valores en el primer subespacio se puede recons-
truir una imagen unicamente de tejido como se ve en la figura 3.4B. Para los valores
singulares restantes se puede realizar una nueva separacion en un subespacio de
flujo y un subespacio de ruido como se ve en la figura 3.4A. Se espera que el rui-
do presente sea aleatorio por lo tanto los vectores asociados deberian mostrar una
muy baja correlacion. De forma andloga a lo anterior, si ahora se toman los valores
singulares asociados al ruido, en este caso se obtiene una imagen compuesta Uni-

camente por el ruido (figura 3.4C). Finalmente, los valores singulares restantes que
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no fueron asociados al tejido o al ruido se corresponden con la sefial de flujo como
se ve en la figura 3.4D. Por lo tanto, un nuevo estimador del filtro SVD corresponde
a encontrar la frontera entre estos 3 subespacios. De esta forma se realiza un doble

filtro eliminando el movimiento de tejido y ruido de la sefial al mismo tiempo.
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Figura 3.4: Observando la matriz de correlacién de los vectores espaciales (A) se puede
realizar una descomposicioén de la imagen original en distintos subespacios asociados al
movimiento de tejido (B), el ruido (C) y el fluyjo sanguineo (D). La escala de colores re-
presenta decibeles. Se observa claramente como los valores singulares de mayor energia se
asocian al tejido.

3.3. Modelos animales utilizados

Como se mencioné en la introduccién el modelo de mayor interés para este
trabajo corresponde al denominado Trembler, asociado con la enfermedad Charcot-
Marie-Tooth. Como se observa en la figura 3.5A estos ratones presentan alteracio-
nes comportamentales debido a la afeccion de sus miembros. Mds especificamente
incapacidad de mantener un equilibrio estable, de controlar adecuadamente el mo-
vimiento de sus extremidades, altos niveles de ansiedad y temblores constante. De-
bido a esto, la manipulacién para aplicar la anestesia se hace mas dificultosa, pero
una vez anestesiados y dormido el ratén no presenta un temblor constante. Esto es

esencial para lograr buenas imagenes ya que el movimiento imposibilita la medicion
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del flujo sanguineo.

En la figura 3.5B se observan parte de los resultados del trabajo de Damian et
al. 2021, donde se muestra la expresion de la proteina PMP22 a nivel del hipocam-
po para ratones Trembler y ratones sanos. La alteracion de esta proteina a nivel del
sistema nervioso central representa un hallazgo importante debido a que la enfer-
medad es clasificada hasta el momento como periférica, afectando inicamente a las
células de Schwann de dichos nervios. Por otro lado, el hipocampo resulta de espe-
cial interés ya que interviene en los procesos de aprendizaje y memoria, asi como de

neurogénesis, por lo tanto involucrado directamente en el desarrollo del individuo.

++ Tri+

o —

A -10cm

Figura 3.5: (A) Imdgenes tomadas del trabajo de (Rosso et al. 2010), donde se describen las
diferencias fenotipicas y de comportamiento entre ratones Trembler y WildType. Como se
puede observar el modelo Trembler presenta dificultades motrices facilmente observables
y cuantificables en distintos experimentos. (B) Imagenes tomadas de (Damian et al. 2021)
donde se muestra una expresion diferencial de la proteina PMP22 a nivel del hipocampo
para el modelo Trembler en comparacién al WildType.

Por otro lado, el modelo Wild Type C57BL/6 (WT) es la cepa més utilizada en
investigacion biomédica gracias a su robustez genética y capacidad como modelo
fisiologico andlogo a los humanos (Bryant, 2011). A nivel cerebral se utilizé como

base para la construccién histoldgica de los principales Atlas de referencia (Paxinos
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y Franklin, 2019)(Dong, 2008). Ademas de utilizar este modelo como grupo de con-
trol frente al modelo de neurodegeneracion (capitulo 5), se utilizé para el estudio
presentado en el capitulo 4. En este caso se trabajo exclusivamente con ratones WT,
separandolos en un grupo de adultos jovenes (5 meses de edad aproximadamente)
y un grupo de adultos viejos (21 meses aproximadamente). En dicha seccidn se es-
tudian los efectos del envejecimiento utilizando imagenologia Doppler Ultrarrapida

para evaluar la dindmica vascular de ambos grupos.
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Capitulo 4

Estudio combinado entre
imagenologia Doppler Ultrarrapida y

Microscopia Confocal

En este capitulo se busca alcanzar los primeros dos objetivos especificos men-
cionados en la introduccion: implementar la técnica de imagenologia Doppler Ul-
trarrdpida y evaluar la sensibilidad del método para detectar variaciones en el flu-
jo sanguineo para dos grupos de ratones distintos. En este sentido, se obtuvieron
imégenes Doppler en ratones WildType adultos jévenes y viejos para estudiar el
envejecimiento neurovascular, y se convalidaron los resultados con la técnica de

imagenologia por Microscopia Confocal.

El envejecimiento o cambios organicos causados por la edad alteran el funcio-
namiento neurovascular. Modifican la capacidad de reserva de los vasos sangui-
neos generando cambios a nivel celular (Novak y Hajjar, 2010), (De Silva y Faraci,
2016), (Kirschen et al. 2018), y compromete las funciones de transporte de oxigeno
y nutrientes asociadas al flujo vascular cerebral, teniendo consecuencias a nivel cog-
nitivo, de memoria o funciones ejecutivas(Dolan et al. 1992), (Liddle et al. 1992),
(Cervos-Navarro y Diemer, 1991), (Schmidt-Kastner y Freund, 1991).

El ultrasonido ultrarrapido es un técnica In-Vivo que permite obtener informa-
cioén del flujo neurovascular mientras el animal se encuentra con vida, y ha demos-
trado ser una potente herramienta para estudiar la dindmica vascular del cerebro
(Mace et al. 2011). Si bien la técnica se ha utilizado principalmente para realizar es-
tudios funcionales de la vasculatura cerebral, en este trabajo exploramos la utilidad

de analizar el flujo medido en una tnica imagen como caracteristica neurovascular.
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Por otro lado, la Microscopia Confocal Léaser de barrido (o simplemente mi-
croscopia confocal, MC) es una técnica post-mortem de imagenologia Optica, capaz
de obtener planos cerebrales o representaciones 3D de las estructuras vasculares,
con una resolucién espacial en el orden de los nanémetros (Pawley, 2006). Es una
técnica ampliamente probada en su capacidad de estudiar con efectividad la red vas-
cular a nivel de arterias, venas, venulas, arteriolas y capilares (Daly, 2019), (Tsuji
et al. 2021), (Mateus Goncalves y Almaca, 2021), (Arciniegas et al. 2021),(An et
al. 2020).

El objetivo de combinar estas técnicas es estudiar la relacién entre la medidad
de CBV obtenida por Doppler Ultrarrdpido y la estructura vascular medida con
MC. Para ello nos centramos en analizar la regién del hipocampo, la cual posee una
capacidad neurogénica tnica en mamiferos, e interviene en importantes procesos
cognitivos y de memoria (Altman y Das, 1965), (Eriksson et al. 1998) (Moreno-
Jiménez et al. 2019),(Sahay y Hen, 2007).

Desarrollamos un método de segmentacion de la imagen Doppler de forma tal
que permitiera revelar la estructura vascular del hipocampo. Luego, comparamos
dichos resultados con la caracterizacion de la red vascular obtenida de las imédgenes
de MC. A partir de este método logramos relacionar cualitativamente el flujo con la
estructura de la red vascular.

Mi contribucién al estudio consistié en poner a punto la técnica para obtener las
imagenes Doppler, realizar la adquisicién de las mismas y desarrollar el procesa-
miento de datos para la segmentacion y cuantificacion del flujo. El manejo animal,
fijacion del cerebro, obtencidon de imdgenes por microscopia confocal y procesa-
miento de dichas imdgenes fue realizado por el grupo de Proteinas y Acidos Nu-

cléicos del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE).

4.1. Adquisicion y procesamiento de imagenes Dop-

pler Ultrarrapidas

Para el estudio presentado en esta seccion utilizamos ratones WildType de 5
meses (n=6) y 21 meses (n=6) de edad. En todos los casos los ejemplares fueron
machos. Todos los animales fueron adquiridos de los laboratorios Jackson y cre-
cidos en el bioterio del IIBCE bajo condiciones ambientales controladas (12 horas
de oscuridad y 12 horas de luz) con una temperatura promedio de 21 £ 3°C, sin

restriccion caldrica o de agua. Todos los experimentos fueron llevados a cabo ba-
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jo el protocolo aprobado 002a/10/2020 establecido en Uruguay (ley 18611), y de
acuerdo a la guia presentada por ARRIVE (Du Sert et al. 2020).

Para anestesiar a los animales se disuelven 120mg/kg de ketamina (Vetanarcol,
Konig) y 16 mg/kg de xylazina (Xylased*2, Vetcross) en una solucién salina para
un volumen final de 300u1. Luego, se administramos la mitad de la dosis a través de
una inyeccion intraperitonal y se inspecciona visualmente al raton hasta que quede
totalmente anestesiado. Finalmente, a través de una intervencion quirurgica se abrio
una ventana craneal de 4 x 6 mm? correspondiente a la regién entre Bregma y
Lambda (figura 4.1). Esto permite dejar el cerebro a descubierto para que las ondas
de sonido puedan ingresar al mismo sin distorsiones por estructuras duras. Para
comenzar a adquirir las imdgenes posicionamos al raton en el sistema estereotdxico

como se muestra en la figura 3.1.

P E——
4 mm Gmm

Figura 4.1: Esquema de la cirugia realizada en el craneo para dejar al descubierto el cere-
bro. Se realiza una ventana craneal de 4 x 6 mm? en la regién comprendida entre Bregma
y Lambda.

Para la adquisicidn de las imdgenes Doppler utilizamos el procedimiento des-
crito en la figura 3.2. En este caso las imdgenes tienen un tamafio de NV, = 128
por N, = 92 pixeles. Realizamos un escaneé en el eje antero-posterior de planos
coronales para la region comprendida entre Bregma y Lambda (figura 4.2). La sepa-
racion entre planos es de 0.1 mm y cada plano corresponde a realizar un promedio
de 20 imédgenes Doppler. Para el andlisis que se describe a continuacion selecciona-
mos un plano correspondiente a -1.58 mm de bregma aproximadamente.

El siguiente paso correspondié a aplicar el filtro de descomposicién en valo-
res singulares (SVD). Para estas imdgenes los valores de corte 6ptimos (Niejido ¥
Nuido) S€ seleccionaron para maximizar la relacion sefial de sangre sobre ruido (sig-

nal to noise ratio, SNR) proveniente del movimiento del tejido y del ruido propio

39



bregma bregma -1.58 mm

Figura 4.2: Escaneo de imagenes en el eje antero-posterior de planos coronales del cerebro.
La separacion entre planos es de 0.1 mm. Se selecciona para el andlisis el plano coronal
correspondiente a -1.58 mm de bregma.

de la técnica. La SNR se calcul6 de la forma:

SNR = M 4.1)
Sruido/tejido

donde S’sangm corresponde a la sefial de sangre promedio para una regién de
interés (ROI) seleccionada dentro del hipocampo conteniendo al menos 1 vaso, y
S,ido Jtejido €8 la senal promedio asociada a ruido y movimiento de tejido a partir de
una nueva ROI fuera del hipocampo donde no hubieran vasos visibles. El tamafio de
las ROI’s es de 0.5 x 0.5 mm? y la ubicacién fue aproximadamente la misma para
todos los ratones. La ROI correspondiente a la sangre la ubicamos en la fisura inter-
hemisférica, mientras que la ROI correspondiente a ruido la elegimos dentro del
ventriculo central donde no se espera obtener sefial Doppler debido a la ausencia de
vasos. Los valores de corte promedios y la desviacion estdndar que obtuvimos para
todos los ratones fueron: Nycjigo = 30 = 11y Nyyiqo = 78 &= 14. La baja variacion
en los valores de corte indica que las condiciones de flujo y ruido son comparables
para los distintos ratones.

Finalmente, para realizar la segmentacion seleccionamos de forma manual la
region ocupada por el hipocampo, compardndola visualmente con el atlas (Paxi-
nos y Franklin, 2019). La region seleccionada dentro del hipocampo se transformé

a una escala de decibeles, de forma de que el maximo valor de la distribucién de
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pixeles se encuentre dentro de dicha regién; asegurando una independencia entre
individuos debido a la normalizacién propia para cada ratoén. Luego, segmentamos
la distribucion de pixeles de la region en cuartiles y obtuvimos los valores de corte
correspondientes (Q1-25 %, Q2-50 %, Q3-75 %, y Q4-100 %) (figura 4.3). En este
caso Q4 corresponde al minimo valor de intensidad encontrado dentro del hipo-
campo. Para cada raton, realizamos este procedimiento para ambos hipocampos,

tratdndolos como independientes uno de otro.

5 meses

Figura 4.3: A las imagenes Doppler, para 5 y 21 meses de edad, se les superpone la seg-
mentacién en cuartiles de la distribucién de intensidad de los pixeles ubicados dentro del
hipocampo derecho. Los pixeles en azul corresponde a los de mayor intensidad y los ama-
rillos a los de menor intensidad. Para cada ratén se obtuvieron los valores de corte de los
cuartiles para ambos hipocampos, tomandolos como medidas independientes.

La eleccion de utilizar cuartiles se debi6 a la capacidad de distinguir estructu-
ras vasculares tomando dicha distribucion. También se probé utilizando quintiles
o deciles pero las distribuciones obtenidas no permitian caracterizar el flujo. Para-
lelamente, una posible clasificacion de los vasos sanguineos segiin su volumen, es
dividirlos en las 4 categorias mencionadas al comienzo del capitulo. Por lo tanto,
la decision de utilizar cuartiles cobra mds sentido una vez que se contrastan los
resultados de Doppler con los de Microscopia Confocal como se verd mads adelan-
te. De todas formas no se descarta que otra segmentacion pueda ser utilizada para

caracterizar el flujo vascular.
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4.2. Adquisicion y procesamiento de imagenes por

Microscopia confocal

Luego de adquirir las imdgenes Doppler los ratones son sacrificados y el cere-
bro es extraido para posteriormente obtener las imdgenes por microscopia confocal.
El procedimiento seguido es el descrito en (Damian et al. 2021). Inmediatamente
luego de extraer el cerebro, los colocamos en una inmersion de solucién fijante de
4% paraformaldeido (PFA) en buffer PHEM por 1 hora a 4°C', y posteriormente
los almacenamos por 24 horas en una nueva solucién de 4 % PFA. Luego de la fija-
cién, colocamos los cerebros en un soporte de 4 % de agarosa en agua, y obtenemos
secciones de 50um de ancho en un vibraitomo Leica VT 1000S. Finalmente, alma-
cenamos las rebanadas en PHEM a 4°C hasta ser utilizadas para el reconocimiento
vascular. El procedimiento anterior se encuentra descrito en detalle en (Anzibar
Fialho; Vazquez Alberdi; Martinez et al. 2022).

El almacenamiento lo hacemos en Isolectina IB4 fluorescente, la cual se aglutina
con las células perivasculares marcando las paredes de los vasos. Las imdgenes las
adquirimos con un microscopio confocal de barrido laser (SLCM) Zeiss LSM 800
(Anzibar Fialho; Vazquez Alberdi; Martinez et al. 2022), que al irradiar la isolectina
genera una emision de color verde que permite identificar los vasos marcados. Las
imégenes finales se componen de 10 planos adyacentes, con una distancia entre

planos de 5um y el tamafio del pixel es 0.56m.

Para hacer el andlisis de las imdgenes utilizamos dos rodajas de cerebro adya-
centes de 50pm, lo que corresponde a considerar una profundidad de 100um. La
intensidad fluorescente de las imagenes la andlisamos con el software ImageJ, en
donde cada hipocampo se puede seleccionar a partir del plano coronal. Transforma-
mos la imagen de intensidad en una imagen binaria, utilizando una funcidn de cota
automadtica propia del software, que permite separar los vasos sanguineos del ruido
de fondo (figura 4.4). Finalmente, la imagen binaria la analizamos con un plug-in
nativo del software denominado 3D Counter que cuantifica los volumenes vascu-
lares; donde la profundidad de la imagen estd dada por el apilamiento de planos.
Como salida, el plug-in nos devuelve la distribucion de volimenes de los vasos en-
contrados en la regién de interés, expresada como una lista detallando el volumen

de cada vaso en um?.

Con el objetivo de normalizar los volumenes para cada individuo, tomamos en

cuenta el volumen total del hipocampo y computamos, para cada vaso encontrado,
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la fraccion de volumen del vaso o Vessel Volume Fraction (VVF):

VVF — Volumen del vaso « 1000 42)

Volumen del hipocampo

donde el volumen del hipocampo lo calculamos al multiplicar el espesor de la ima-
gen por el drea de la superficie delimitada. La distribucién de VVF fue dividida en
4 rangos en funcién de lo descrito por (Piechnik et al. 2008). De acuerdo a la ca-
pacidad de reserva sanguinea estos rangos son: arterias, venas, arteriolas y vénulas
capilares. En funcién del VVF los rangos corresponden a: 0-0.0003 (azul), 0.0003-
0.003 (rosa), 0.003-1 (verde), y >1 (amarillo) (ver panel derecho figura 4.4. Como
resultado final, calculamos un tnico valor de VVF por rango, para cada hipocampo

y para cada individuo, al promediar la distribucién de 2 imdgenes consecutivas.

1 mm 0.5 mm

Figura 4.4: En el panel superior se muestran las 3 etapas del procesamiento de las im4-
genes de microscopia confocal para los ratones de 5 meses. Dichas etapas corresponden
a: obtener la imagen de intensidad de fluorescencia de IB4 del cerebro completo (izquier-
da), binarizacién de la imagen para separar los vasos del fondo (centro), segmentacion en
4 rangos distintos seguin la capacidad de reserva vascular, divididos en arterias, venas, arte-
riolas y vénulas-capilares, con un color para cada rango (derecha). En color azul el rango
correspondiente a 0-0.0003, en rosa el rango de 0.0003-0.003, en verde el rango 0.003-1 y
en amarillo el rango >1. En el panel inferior se muestra de forma andloga el procedimiento
para los ratones de 21 meses de edad.

4.3. Analisis estadistico

Para ambas modalidades tomamos un dnico valor para cada uno de los rangos,
discriminando por hipocampo. Esto se debe a que a pesar de que existe una latera-

lizacién en el funcionamiento de ambos hemisferios a nivel del hipocampo, y que
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funcionan de forma complementaria, (Benito et al. 2016)(Robinson et al. 2015),
presentan diferencias a nivel de estructura vascular (Erdem et al. 1993)(Spallazzi et
al. 2019).

Para analizar si las distribuciones de valores (de cuartiles y rangos) siguen una
distribucién normal utilizamos el test de Shapiro-Wilk. Para evaluar las diferencias
por edad, las distribuciones normales las comparamos utilizando el test-t de Student
no pareado. Para las distribuciones no normales utilizamos el test de Mann-Whitney.
Para evaluar las diferencias entre cuartiles para una misma edad, asi como para los
rangos de una misma edad en el caso de microscopia, aplicamos un test ANOVA de
un solo factor. Realizamos también un test de comparasiones multiples de Bonferro-
ni. Para el caso de las distribuciones no normales utilizamos el test de Friedman. En
todos los test se utilizé un andlisis de dos colas y el valor de alpha para considerar
diferencias significativas fue de 0.05. En ningun caso descartamos valores espurios.
El software que utilizamos para realizar el andlisis estadistico fue GraphPad Prism
8 (GraphPad Prism, RRID:SCR002798).

4.4. Resultados y discusion

Centrandonos primero en el andlisis de las imdgenes Doppler, vemos que al
comparar los valores de corte de los cuartiles para un mismo grupo etario encon-
tramos diferencias significativas para cuartiles contiguos (figura 4.5). Esto indica
que la segmentacion en cuartiles de la distribucion resulta efectiva a la hora de
categorizar la perfusion sanguinea. Probamos otras posibilidades de segmentacion
(por ejemplo tomando deciles) pero concluimos que los cuartiles es la opcién mas
eficiente en separar significativamente distintos rangos.

De forma andloga, evaluamos la segmentacion en rangos de volimenes aplicada
a las imagenes de microscopia para cada grupo etario. Nuevamente podemos ob-
servar que para rangos contiguos existen diferencias significativas para todos ellos
(figura 4.6).

En la figura 4.7 presentamos una comparacién visual de ambas modalidades
para mostrar como las distintas regiones delimitadas por los cuartiles de CBV se
pueden relacionar con las estructuras vasculares expuestas en las imagenes de mi-
croscopia. De esta forma, confirmamos que la separacién en cuartiles es efectiva en
caracterizar cualitativamente la funcionalidad de la red vascular hipocampal. Como
se observa, las regiones de mayor intensidad de sefial Doppler (Q1 y Q2) predomi-

nan en la region central. Esto lo podemos asociar a una estructura de gran tamafio
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Figura 4.5: Para cada grupo etario (5 y 21 meses) se muestran los valores de corte pro-
medio para cada uno de los cuartiles (Q1, Q2, Q3 y Q4). En todos los casos se encuentran
diferencias significativas para los rangos contiguos. Para 5 meses: [Q1 vs Q2]:p=0.0056,
[Q2 vs Q3]:p=0.0019, [Q3 vs Q4]:p<0.0001. Para 21 meses: [Q1 vs Q2]:p=0.0029, [Q2 vs
Q3]:p=0.0005, [Q3 vs Q4]:p<0.0001. Se toma: **p<0.0021, ***p<0.0002 y ****p<0.0001.

(VVF >1) que corresponde a la arteria ventral y la vena del surco cerebral (Tatu
y Vuillier, 2014). Al momento de desarrollo actual, una comparacién cuantitativa
resulta compleja debido a la seleccién manual de los planos utilizados, y posibles
diferencias en alineacién o deformacién al momento de tomar las imdgenes (por
ejemplo, al momento de extraer, fijar y cortar el cerebro). En nuestro caso, la se-
leccién se hizo basada en las estructuras vasculares observadas al comparar con el
Atlas Paxinos y Franklin, 2019, y concluimos que corresponden a la misma regién
del hipocampo. Sin embargo, para poder llevar acabo un analisis pixel a pixel (es
decir, un estudio correlativo y no comparativo) se requeriria una mayor precision en
la alineacién de ambas modalidades. Esto no se encuentra descrito en la bibliografia
analizada y estd por fuera de los objetivos del presente trabajo. En los tltimos afios
se han venido desarrollado herramientas que podria posibilitar esta tarea (Nouhoum

et al. 2021), y queda como posible trabajo futuro explorar esta implementacion.

A partir de estos resultados, que respaldan la segmentacion elegida para ambas
modalidades, pasamos a realizar la comparacién en edad. En la figura 4.8a obser-
vamos que a partir de la cuantificacién de las imdgenes Doppler existen diferencias

significativas en todos los cuartiles (p < 0.002). Lo que vemos es que para los
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Figura 4.6: Para cada uno de los grupos etarios se muestra el VVF promedio para ca-
da rango, calculado a partir de todos los hipocampos utilizados para el estudio. Para
todos los rangos se encontraron diferencias significativas. Para 5 meses: [0-0.0003 vs.
0.0003-0.003] y [0.0003-0.003 vs. 0.003-1]:p<0.0001, [0.003-1 vs. >1]:p=0.0006. Para
21 meses: [0-0.0003 vs. 0.0003-0.003] y [0.0003-0.003 vs. 0.003—1]:p<0.0001, [0.003-1
vs. >1]:p=0.0440. Se toma: *p<0.05, **p<0.0021, ****p <0.0001

ratones mds jovenes los valores de corte se dan a intensidades mayores, es decir
que a medida que envejecen hay un decremento en el CBV. Para evaluar si este
resultado no estd afectado por otros factores, como diferencias de composicion de
los tejidos cerebrales, calculamos la atenuacion del ultrasonido para ambos gru-
pos, encontrando que no existen diferencias significativas (0.22 + 0.08dB/cm y
0.21 + 0.06dB/cm, para jovenes y viejos respectivamente). Para més detalles ver
Anzibar Fialho; Vazquez Alberdi; Martinez et al. 2022.

Si comparamos los rangos establecidos para las imdgenes de microscopia, nue-
vamente vemos que existen diferencias significativas en todos ellos respecto a la
edad (figura 4.8b). En todos los rangos el valor medio de VVF disminuye con el
envejecimiento. Esto indica un detrimento en la red vascular ocasionada por el au-
mento de edad. Esto es concordante con los resultados mencionados anteriormente
respecto al decremento en el CBV.

De esta forma, podemos confirmar que la segmentacion en cuartiles elegida pa-
ra las imédgenes Doppler resulta suficientemente sensible para detectar cambios en
la perfusién sanguinea debido al envejecimiento. Esto indica que la técnica permite

cuantificar variaciones de la estructura vascular a escalas considerablemente meno-
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Figura 4.7: En el panel de la izquierda se muestra una imagen de fluorescencia de IB4 a la
que se superpone la distribucion de vasos en los distintos rangos. Sobre el panel de la dere-
cha se muestra una porcién de imagen Doppler correspondiente al hipocampo a la cual se
superpone la distribucion de pixeles segun el cuartil al que pertenezcan. Cualitativamente,
los pixeles de mayor intensidad en la imagen Doppler (azules) corresponden a la estructura
central del hipocampo que se aprecia en la imagen de microscopia. Dicha estructura corres-
ponde a la vena del surco y la arteria ventral.

res a la resolucidn espacial del ultrasonido. En definitiva, la segmentacion elegida
resulta robusta y eficiente para estudiar alteraciones en la vasculatura, y permite re-
plicar la metodologia para evaluar cambios debido a otros factores fisioldgicos como
en el caso de enfermedades neurodegenerativas. En este sentido, existen anteceden-
tes donde se utiliza el Doppler utrarrdpido para estudiar la vasculatura cerebral en
ratones (H.-C. Li et al. 2019), en este caso utilizando una sonda de 40MHz lo cual
permite una mayor resolucién espacial. En dicho trabajo se describen variaciones en
la densidad vascular (similar a lo propuesto con el VVF) a nivel del hipocampo, sin
embargo la diferencia de edad entre grupos es menor a la utilizada en nuestro caso
y no se logran encontrar diferencias significativas. En nuestro caso la utilizacién de
una sonda de 15MHz nos permite tener una mayor profundidad de penetracion en
comparacion al trabajo de H.-C. Li et al. 2019, pudiendo observar todo el cerebro y

extender la cuantificacidn a otras regiones o estructuras de interés.

Otra de las técnicas utilizadas para estudiar los efectos del envejecimiento en
la vasculatura cerebral de ratones ha sido la denominada Ultrasound Localization
Microscopy (ULM). Esta técnica permite resolver vasos de aproximadamente 9um
de didmetro y una separacion de 17 um (Errico et al. 2015). En el trabajo de Lo-
werison et al. 2022 se compara la microvasculatura en ratones de 7 y 27 meses de
edad. A nivel del hipocampo se encuentra un decremento en la velocidad sanguinea
y un aumento en la tortuosidad vascular con la edad. Sin embargo no se encuentran

cambios en volumen de sangre, el cual se define de forma similar al VVF utilizado
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Figura 4.8: (A) Valores medios de los cuartiles comparando por edad. En todos los cuar-
tiles el valor medio es superior para los ratones de 5 meses, con diferencias significativas
en todos los casos. [Q1]:p=0.0019, [Q2]:p= 0.0008, [Q3]:p= 0.0005, [Q4]: p = 0.0020.
(B) Comparacién por edad de los valores medios de VVF para cada rango. [>1]:p=0.0023,
[0.003-1] y [0.0003-0.003] y [0-0.0003]:p<0.0001. Se toma: **p<0.0021, ***p<0.0002,
*#%%p<0.0001.

en nuestro trabajo. Dado que los ratones més viejos tienen el mismo volumen pero
menor velocidad, esto indicaria un decremento en el flujo sanguineo, y por lo tanto
se podria esperar un menor CBV, lo cual es concordante con nuestros resultados.

Algunos de los principales méritos de este trabajo combinado son: 1) la posibi-
lidad de comparar una técnica In-vivo (es decir con el animal vivo) con una técnica
Ex-vivo (luego de que el animal murid), 2) validar resultados a escalas espaciales
distintas (100 veces mds resolucién en microscopia que en Doppler), y 3) relacionar
la estructura de la red vascular con el flujo de sangre medido.

Por otro lado, el aspecto negativo de la metodologia utilizada en este trabajo
es la necesidad de realizar una intervencion quirdrgica para permitir el pasaje de
ultrasonido. Estos procedimientos invasivos no son deseables ya que pueden afectar
al cerebro en la etapa anterior a tomar las imdgenes. En trabajos posteriores se
deberia buscar combinar la metodologia propuesta en este trabajo con la adquisicién
de imédgenes Doppler de forma transcranial a través de técnicas de contraste (Errico
et al. 2016), de correccion de fase (Demene et al. 2021)(Soulioti et al. 2019) o de
afinamiento de craneo (Rahal et al. 2020).

Con respecto a la separacidn en rangos de las imdgenes de microscopia confo-
cal, esta herramienta nos permitié detectar el impacto del envejecimiento en la red
vascular. Los resultados para el VVF total computado en el hipocampo, indican que
no hay diferencias por edad (ver Anzibar Fialho; Vazquez Alberdi; Martinez et al.
2022). Esto muestra que la capacidad de reserva total de la red vascular no varia

pero si su distribucion en los rangos. También se calculd la cantidad total de vasos
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encontrados en cada grupo, encontrando en este caso diferencias significativas, don-
de los ratones mds viejos tienen mayor cantidad de vasos. Si evaluamos por rango y
por edad, encontramos que la principal diferencia en la relacion volumen/cantidad
de vasos se da a nivel capilar. Esto resulta de relevancia ya que los vasos capilares
son parte central de la unién neurovascular y se asocian a la fisiologia respiratoria.
Estos resultados son consistentes con estudios histologicos que indican un deterioro
de la microvasculatura asociado a la edad (Desjardins et al. 2014).

La conjuncién de ambas técnicas permite un entendimiento mdas profundo de
las implicancias del envejecimiento en el desarrollo neurovascular. La metodolo-
gia desarrollada posibilité establecer una asociacion entre dos técnicas a priori muy
distintas, tanto a nivel de escala espacial y magnitud fisica medida, asi como su
aplicacion antemortem y postmortem. El enfoque multidisciplinario del trabajo, en
el que destacan la relevancia de estudiar los procesos fisiolégicos de forma integral,
y el desarrollo de un método original de andlisis de las imdgenes Doppler, contribu-
yeron a la publicacion del trabajo Anzibar Fialho; Vazquez Alberdi; Martinez et al.
2022.
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Capitulo 5

Determinacion de redes cerebrales
mediante ultrasonido funcional:
aplicacion a la enfermedad
neurodegenerativa
Charcot-Marie-Tooth

En este capitulo se implementa el ultrasonido funcional (fUS) para establecer
redes funcionales del cerebro (RFC) en ratones. Las RFC obtenidas del fUS, son
representaciones topoldgicas de los patrones espacio-temporales que se observan
debido a los cambios en el volumen de sangre (CBV) asociados a la actividad neu-
roldgica del cerebro. Estas redes, varian su forma en relacién a vinculos funciona-
les entre las regiones, durante tareas o funciones especificas que realiza el cerebro.
De esta forma, cada funcién cerebral posee una RFC caracteristica, que contempla
todos los vinculos funcionales que existen entre las regiones del cerebro especiali-
zadas en dicha funcién. Decir que dos regiones estdn vinculadas o conectadas fun-
cionalmente, corresponde a afirmar que el flujo vascular, que alimenta las neuronas
de dichas regiones, varia de forma (cuasi) sincronizada entre ambas regiones. Es en
este sentido, que las RFC son representaciones topoldgicas de todas las conexiones

que se generan para un estado funcional especifico.

Por lo tanto, construimos las RFC a partir de analizar la correlacién de la activi-
dad neuroldgica entre distintas regiones del cerebro. Estas regiones son definidas a

partir de una referencia anatomica dada por el Atlas Paxinos y Franklin, 2019. Cada

50



una de estas regiones corresponde a un nodo de la red y los enlaces estdn dados por
la magnitud de la correlacion. Estudiaremos las RFC para dos estados: 1) donde el
animal se encuentra bajo una tarea somatosensorial especifica, y 2) mientras estd
en reposo, que corresponde a la actividad espontdnea al estar sedado y en ausencia
de estimulos sensoriales especificos. En la seccion 5.1 se describe la metodologia
especifica para el andlisis de las imagenes y el post procesamiento de los datos para
obtener las RFC.

El objetivo final de este capitulo es estudiar las RFC para un modelo de la en-
fermedad neurodegenerativa Charcot-Marie-Tooth. Esta enfermedad es la principal
neuropatia periférica hereditaria en humanos (ver seccion 1.4). El modelo de ratén
utilizado es denominado Trembler-J (TtJ), y posee una mutacién espontdnea analo-
ga a la observada en humanos. Estudios recientes sobre este modelo han revelado
una incidencia de dicha enfermedad a nivel del sistema nervioso central y no sola-
mente periférico (ver seccion 1.4). Por lo tanto, un andlisis a partir de RFC puede
servir como herramienta para aportar nuevas perspectivas al entendimiento de dicha
enfermedad.

Para alcanzar dicho objetivo, en primer lugar nos restringimos a estudiar un
unico nodo de la red, en nuestro caso correspondiente a la regién anatémica de la
corteza somatosensorial primaria (S1BF). En los ratones, dicha regién se corres-
ponde funcionalmente con el control sensoriomotor de las vibrisas. De esta forma
estudiamos la respuesta neurovascular de S1BF frente a un estimulo sensorial es-
pecifico, correspondiente al movimiento de las vibrisas. El objetivo de esta parte es
caracterizar la activacion de dicha regién y comparar el modelo TrJ con el modelo
de ratones sanos WildType (WT) (seccion 5.2.1).

En segundo lugar, queremos evaluar como se relaciona la region S1BF con el
resto del cerebro, y a la vez, entender qué otras regiones del cerebro estan involu-
cradas en la funcidon sensoriomotora de las vibrisas. Para ello, estudiamos las RFC
emergentes en ambos modelos al aplicar el estimulo sensorial. A partir de estas
redes emergentes, analizaremos las diferencias de conectividad para ratones TrJ y
ratones WildType (seccién 5.2.2).

Finalmente, estudiamos la conectividad para las mismas regiones, en ambos
modelos, pero en ausencia de estimulos externos, es decir, en reposo. Comparando
las redes emergentes bajo esta condicidn, evaluamos las diferencias entre los dos
grupos de ratones (seccién 5.2.2). Adicionalmente, comparamos las RFC asociadas
al reposo para cada modelo de raton con la RFC asociada al estimulo sensorial,

analizando como cambian las conexiones funcionales en cada caso (seccion 5.2.2).
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5.1. Materiales y métodos empleados en Ultrasonido

Funcional

5.1.1. Procedimiento experimental animal

Para esta seccidn utilizamos ratones machos WildType (WT) y Trembler-J (TrJ)
de entre 2 y 3 meses, que fueron criados en el bioterio del Instituto de Investigacio-
nes Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE) bajo condiciones ambientales controladas
(ver la seccion 4.1 para més detalles). Todos los procedimientos los realizamos acor-
de alaley 18611, bajo el protocolo aprobado 002a/10/2020 en el IIBCE. Utilizamos
ratones de dicha edad ya que el grosor del craneo es suficientemente fino como para
permitir el pasaje de las ondas de sonido, evitando asi realizar una ventana craneal
para tomar las imdgenes. En trabajos similares, como el de Ferrier et al. 2020, la
edad utilizada es la misma que en nuestro experimento.

Para obtener las imdgenes, anestesiamos los ratones con 120mg/kg de ketamina
(Vetanarcol, Konig) y 16 mg/kg de xylazina (Xylased*2, Vetcross) en una solucién
salina para un volumen final de 300 pl. En una primera instancia administramos
aproximadamente 3/5 de la dosis total y aguardamos 10 minutos hasta que el animal
quedd dormido por completo. En dicho momento colocamos una crema depilatoria
sobre el craneo para eliminar el pelo. Luego de otros 10 minutos, removimos la cre-
ma para dejar al descubierto la piel que recubre el craneo. Inmediatamente después,
lo colocamos en el sistema estereotdxico para alinear la sonda (ver seccién 3.1 para
mads detalles). Una vez alcanzado el plano deseado adquirimos las imdgenes Dop-
pler. El resto de la anestesia la administramos en funcion del estado de somnolencia

del animal a partir de monitorearlo visualmente.

5.1.2. Adquisicion y filtrado de imagenes

La secuencia de adquisicion de imagenes es la misma que se describe en la sec-
cioén 3.1, que nos permite obtener un muestreo temporal de 1 imagen por segundo.
En este caso, como el interés es observar el comportamiento de la corteza y el hi-
pocampo, redujimos la profundidad de la region muestreada a la mitad, teniendo de
esta forma una imagen de 128 x 41 pixeles, que equivale a una region de (12,8 x
4,1) mm . Esto nos permitié centrarnos en la region deseada y evitar la presencia de
artefactos en la region inferior del plano coronal que puedan afectar a la imagen en

su conjunto. Durante la adquisicion de las imagenes, controlamos la temperatura de
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forma continua ya que resulta un pardmetro clave para obtener una buena respues-
ta funcional. La temperatura Optima para observar la respuesta se encuentra entre
37°C'y 38°C'. Por debajo de dicho rango no observamos respuesta al estimulo en
ningtln caso. Temperaturas por encima de 38°C' pueden comprometer la fisiologia
del animal.

En una primera instancia, tomamos imdgenes mientras el ratén se encontraba
en estado de reposo. Esto consistié en adquirir por un periodo de 380 segundos en
donde controlamos visualmente que no haya ningin movimiento por parte del ra-
ton. Este experimento lo podemos considerar como un estado neurolégico en donde
el individuo no esta centrando su actividad cerebral en una tarea sensorial especifi-
ca, sino que corresponde a estados internos del funcionamiento neuro-vascular. En
contraposicion a esto, un segundo experimento, que denominamos estimulo, con-
sisti0 en adquirir imédgenes por 380 segundos mientras aplicibamos un patrén de
estimulos periddicos de la via de las vibrisas. Esto consisti6 en intercalar 40 segun-
dos donde el ratén estd en reposo y 40 segundos donde frotdbamos de forma manual

las vibrisas con la ayuda de un cotonete (ver figura 5.1A).

5.1.3. Via de las vibrisas en ratones

En los ratones, las vibrisas sirven como detectores altamente sensibles que per-
miten, a través del tacto, crear una representacion espacial de su entorno. Para ex-
plorar el medio, los roedores controlan la actividad motora de sus vibrisas a través
de movimientos rdpidos y ritmicos que les permiten localizar objetos y discrimi-
nar texturas (Erzurumlu y Gaspar, 2012)(Petersen, 2007). El sistema sensorial de
los vibrisas estd altamente especializado en el cerebro en una regiéon denomina-
da campo de barriles perteneciente a la corteza somatosensorial primaria (en ingles
primary somatosensory cortex barrel field) abreviada como S1BF. En la figura 5.1B
se muestra la ubicacion de esta region en una imagen coronal del cerebro extraida
del atlas Paxinos y Franklin, 2019. En esta region las vibrisas tienen una represen-
tacion somatotdpica, es decir que cada bigote corresponde a conjunto de neuronas o
estructura nerviosa bien definida denominada barril (figura 5.1C). Esta distribucién
anatomica se completa a los pocos dias de nacimiento y queda fija a lo largo de to-
do el desarrollo, por lo tanto sirve como excelente modelo para estudiar variaciones
fisioldgicas causadas por un funcionamiento anormal.

La via de las vibrisas comienza con la excitacion de neuronas sensoriales que

inervan cada uno de ellos y transmiten el impulso eléctrico a través del nervio tri-
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gémino hasta el tronco encefdlico. De alli se envia informacion sensorial al tdlamo,
que finalmente proyecta a la corteza primaria (S1BF) contralateral a donde se dio
el movimiento de las vibrisas. Es decir que la via decusa y la respuesta cortical se
debe esperar del lado contrario a donde se estimuld. En la figura 5.1D se muestra la

activacion de la S1BF a partir de una técnica de recombinacion genética.

A B

Estimulo - s

Resptiesta contralateral

Figura 5.1: (A) Los ratones son estimulados en las vibrisas con un patrén periddico de al-
ternancia encendido-apagado de 40 segundos. (B) Plano coronal extraido de (Dong, 2008)
donde se muestra la ubicacién de la corteza somatosensorial primaria izquierda. (C) Ca-
da bigote tiene asociado una estructura especifica en la corteza somatosensorial primaria,
lo que se conoce como campo de barriles. Extraido de (Wilson et al. 2000). (D) Activa-
cién de la corteza somatosensorial primaria a través de la técnica de rAAV, extraido de
https://connectivity.brain-map.org/.

Para localizar esta region en las imagenes Doppler, alineamos la sonda de forma
visual intentando reconocer estructuras claves. Utilizamos al hipocampo como refe-
rencia, ya que varia su forma a medida que nos movemos en el eje antero-posterior,
permitiendo asi ubicar los planos coronales que comprenden a S1BF. Una vez en-
contrado el plano deseado, procedimos a adquirir las imagenes para los estados de

reposo y estimulo.

5.1.4. Procesamiento y seccionamiento de la imagen

Para el procesamiento de las imdgenes, generamos una mascara para eliminar
la informacién que se encuentra por fuera del cerebro. Esto lo realizamos manual-

mente delimitando el contorno del craneo de forma visual. Luego aplicamos el filtro
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de descomposicion en valores singulares (SVD), que separa la imagen en distintos
subespacios independientes, que permiten discriminar la sefal de flujo sanguineo,
eliminando los movimientos de tejido y ruido propio de la técnica (ver seccion 3.2
para més detalles). Para determinar el subespacio asociado al flujo sanguineo, uti-
lizamos valores fijos de corte, siendo 35 para el tejido y 200 para el ruido. En este
caso no realizamos un andlisis en funcién de la relacion sefial-ruido como en la
seccion 4.1, ya que el costo computacional era muy elevado en relacion a la po-
ca perdida de informacion al tomar valores fijos. Las imdgenes que obtuvimos son

como la que se muestran en la figura 5.2A.

El siguiente paso consistid en seccionar las imdgenes Doppler en distintas regio-
nes anatomicas de interés. Esto lo hicimos tomando como referencia el Atlas Paxi-
nos y Franklin, 2019. Este define la forma y locacion de las regiones del cerebro en
un espacio de coordenadas comiin, para distintas secciones o planos coronales y sa-
gitales. En base a seleccionar los planos coronales del atlas que mejor se ajusta a las
estructuras observadas en la imagen Doppler, los planos que consideramos fueron
44 (Bregma -1.58mm), 45 (Bregma -1.70mm) y 46 (Bregma -1.82mm). De esta for-
ma, superpusimos cada imagen Doppler (figura 5.2A) a la imagen del Atlas (figura
5.2B) para hacer coincidir las estructuras y poder definir las regiones anatomicas de
interés (figura 5.2C).

En este caso, seleccionamos 8 regiones distintas, siendo 4 andlogas entre he-
misferios. Las regiones en verde en la figura 5.2B y 5.2C corresponde a la corteza
somatosensorial primaria (S1BF), en donde se encuentra el campo de barriles en-
cargado del control sensitivo-motor de las vibrisas. En azul, delimitamos las regio-
nes de la corteza asociativa (AC, por sus siglas en inglés) y la corteza retrosplenial
disgranular (RSD). La corteza asociativa en roedores tiene una funcion integrativa
y participa en procesos sensoriales y espaciales como la toma de decisiones y mo-
vimientos planeados (Ivashkina et al. 2019). La corteza retrosplenial se involucra
en procesos de aprendizaje espacial o de navegacidn, y se puede dividir en dos im-
portantes regiones funcionales: la disgranular, asociada a procesos de aprendizaje
espaciales externos, y la corteza retrosplenial granular(RSG, en rojo en la figura
5.2B y 5.2C), asociada al aprendizaje a través de factores tanto externos como in-
ternos (Pothuizen et al. 2009). Estudios recientes sugieren que esta ultima region
puede ser un drea importante en procesos internos del cerebro siendo parte clave de
una posible red cerebral por defecto en ratones (Ferrier et al. 2020). Debido a que
en dicho trabajo las regiones AC (divididas en lateral y medial) y RSD muestran un

comportamiento funcional conjunto, decidimos agruparlas en una tnica region. Por
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Figura 5.2: (A) Imagen Doppler del plano coronal de un ratén WildType. (B) A partir
del Atlas (Paxinos y Franklin, 2019) se seleccionan 8 regiones anatémicas de interés para
estudiar. (C) Superponiendo la imagen del Atlas a la imagen Doppler se dibujan de forma
manual las regiones anatémicas para delimitar las dreas correspondientes en la imagen Dop-
pler.

ultimo, delimitamos la regién que comprende al hipocampo para cada uno de los
hemisferios (regién amarilla en la figura 5.2B y 5.2C). Esta estructura anatémica
tiene como funciones principales el procesamiento de informacién multisensorial
y su codificacion en memoria de largo plazo (Zemla y Basu, 2017), asi como una

singular capacidad neurogénica (Eriksson et al. 1998)(Moreno-Jiménez et al. 2019).

5.1.5. Mapas de activacion

Para analizar cémo responde el cerebro al estimulo, debemos evaluar como es
la sefial temporal de los distintos pixeles de la imagen. El primer paso fue expresar
la amplitud de la sefial temporal en una magnitud que sea comparable para todos
los ratones, en este caso, utilizamos la medida de variacién porcentual de CBV
(%CBV). Para cada pixel calculamos un valor basal de sefial que corresponde
a la amplitud de intensidad promedio durante los primeros 20 segundos de datos
(CBVgasar), donde el ratén estd sin ningin estimulo externo especifico y sedado.
Luego utilizamos este valor como referencia para expresar la variacion relativa en
la amplitud de la sefial temporal de dicho pixel. Por lo tanto, para cada dato de dicha

sefal temporal, la amplitud de la variacién en CBV se calcula como:
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CBV — CBVgagar
%C BV =100 x 5.1
! ( CBVpasar ) S

El siguiente paso fue evaluar qué region del cerebro se activa al momento de

aplicar el estimulo especifico. Para ello realizamos la correlacion cruzada de la sefial
temporal de cada pixel con el patrén de estimulo, obteniendo un valor de correlacién
para cada punto. Una sefial como la que se observa en la figura 5.3A tendrd un alto
valor de correlacién, mientras que una sefial como la observada en la figura 5.3B

tendrd un valor de correlacion bajo.

A B

3 3
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Figura 5.3: (A) Sefial temporal altamente correlacionada con el patrén de estimulo (franjas
verdes), correspondiente a un pixel de la regiéon S1BF. (B) Sefial temporal no correlacionada
con el patrén de estimulo correspondiente a un pixel fuera de la regiéon S1BF. (C) Mapa
de activacién superpuesto a la imagen Doppler. En escala de color se indica el valor de
correlacién de la sefial temporal de cada pixel con el patrén de estimulo aplicado. Los
pixeles con un p-valor mayor a 0.01 son descartados. El drea activada se corresponde con
lo descrito mediante técnicas de histologfa.

Aplicando este procedimiento para todos los pixeles construimos el mapa de
activacion que se observa en la figura 5.3C, donde la escala de colores correspon-
de al valor de correlacién. Unicamente se consideraron los pixeles con correlacién
significativa, definiendo como significativa la correlacion que tienen un p-valor me-
nor a 0.01. Es decir, consideramos aquellas correlaciones que no pueden asociarse
a un caso aleatorio. Como se observa en la figura 5.3C el drea que contiene los
pixeles de correlacion significativa se corresponde con la activacion de la corteza

somatosensorial primaria observada mediante otras técnicas.
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5.1.6. Analisis de la region S1BF

Para estudiar si existe una respuesta sensorial diferenciada entre los genotipos
WildType y Trembler, analizamos la regiéon S1BF contralateral a donde se aplicé el
estimulo, que es donde se espera observar la activacion. En particular nos centramos
en analizar dos caracteristicas: 1) como es la respuesta a nivel espacial, en cuanto al
area de activacion y valor de correlacion, y 2) cémo es la evolucién temporal de la
respuesta, en relacion a la tasa de variacion de CBV en cada estimulo y la amplitud

de la senal en cada estimulo.

Para responder a la primera interrogante, nos acotamos a los pixeles de la region
SIBE. En la figura 5.4A se muestra un ratén WildType representativo donde se
observa como gran parte de la regidén se encuentra activada, es decir, conteniendo
pixeles con correlacion significativa. Calculamos la cantidad de pixeles totales en la
region, lo cual llamamos drea total de S1BF, y calculamos la cantidad de pixeles con
correlacidn significativa dentro de dicha region, lo que llamamos drea de activacion.
En base a estas dos cantidades, calculamos el porcentaje de activacién como el

cociente entre drea de activacion y area total de SIBF.

Para estudiar si existen diferencias en el valor de correlacién entre genotipos,
tomamos para cada ratén la distribucion de valores de correlacion de la region de
activacion. Para cada distribucién calculamos un tnico valor representativo, tomado

como el promedio de los datos.

Para responder a la segunda interrogante y poder estudiar la tasa de respuesta
al estimulo, decidimos evaluar la pendiente de la sefial en los segundos posteriores
a que el estimulo comienza a aplicarse. Esto nos da una medida de cudl es la tasa
de incremento de la perfusion sanguinea en funcién del tiempo. Para cada pixel
del area de activacion consideramos la sefial temporal y aplicamos un filtro pasa
bajo con frecuencia de corte 0.01 Hz como se observa en la figura 5.4B. A partir
de la seial filtrada, tomamos los siguientes 6 puntos luego de iniciar un estimulo
(correspondientes a 6 segundos) considerandolos como la curva de activacién para
cada estimulo (segmento en amarillo figura 5.4B). Luego calculamos mediante un
ajuste lineal, la pendiente para cada uno de los cuatro estimulos. De esta forma,
para cada pixel activado dentro de la regién S1BF tenemos 4 valores de pendientes

correspondientes a cada uno de los estimulos.

Considerando ahora todos los pixeles activados tenemos entonces una distribu-
cién de pendientes para cada uno de los 4 estimulos en cada raton. Para cada una de

estas distribuciones calculamos el promedio como valor representativo. De esta for-
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Figura 5.4: (A) Para cada rat6n se consideran tnicamente los pixeles con correlacién sig-
nificativa dentro de la regién S1BF (delimitada por la linea blanca discontinua). Se define
como significativa aquella correlacion con un p-valor menor a 0.01. (B) Se muestra la sefial
temporal de un tnico pixel (linea gris) en la regién de activacién. Filtramos la sefial con un
filtro pasa bajo de 0.01 Hz (linea azul). A partir de la sefal filtrada, tomamos los primeros 6
puntos luego de aplicar un estimulo, y los consideramos como la curva de activacion (linea
en amarillo). Para cada curva de activacién se realiza un ajuste lineal y se obtiene un valor
de pendiente. (C) Para la sefial temporal de un pixel en la regién de activacion (linea gris)
se calcula el valor promedio de %CBYV durante el momento que se aplica el estimulo, el
cual denominamos %C BVpp, y el valor promedio de %CBV los 40 segundos previos a
comenzar el estimulo, el cual denominamos %C BV . Luego, se utilizaran estos valores
para calcular la diferencia de amplitud %CBVpoy — %CBVorr para cada instancia de
estimulo.

ma tenemos un valor de pendiente por estimulo por ratén. En base a esto, evaluamos
si existen diferencias en los valores de pendiente entre: 1) genotipos al considerar
todos los estimulos, 2) genotipo en cada uno de los estimulos y 3) estimulos para
un mismo genotipo.

Finalmente, evaluamos cdmo es la amplitud de la sefial en los momentos que es-
timulamos en relacién a los momentos donde no se estimula. Es decir, estudiamos
la diferencia en la variacion de perfusion sanguinea entre la activacion y el estado
basal. Para ello consideramos los pixeles del drea de activacion y calculamos, para
cada senal temporal de dichos pixeles, un valor promedio de %CBYV para cada uno
de los 4 intervalos de estimulo, denominados %C BV . También calculamos un
valor promedio de %CBYV para los 40 segundos previos a comenzar cada estimu-

lo, el cual denominamos %CBVprr (figura 5.4C). Por lo tanto, la diferencia en

59



amplitud de la sefal en cada estimulo estard dada por %YCBVoy — %CBVorr.
Realizamos un andlisis comparativo entre genotipos para cada estimulo y también
considerando un valor global de activacion calculado como el promedio de todos
los intervalos de estimulo. A su vez con esta metodologia podemos comparar cémo
evoluciona el cambio de amplitud a medida que aplicamos nuevos estimulos a un

mismo genotipo.

5.1.7. Analisis de las redes funcionales del cerebro

El segundo andlisis funcional correspondi6 a estudiar la conectividad del cere-
bro para los genotipos WT y TrJ a partir de las RFC, en los estados de reposo y
de estimulo. Considerando las 8 regiones anatomicas delimitadas a partir del atlas
(figura 5.5A), obtuvimos una sefial temporal representativa (figura 5.5B), calculada
como el promedio espacial de la sefial temporal de todos los pixeles de la region.

El siguiente paso consistio en correlacionar la sefial de una region, por ejemplo
la 1, con todas las demads, es decir, la 1 con la 2, 1a 1 con la 3, y asi sucesivamente.
Luego se toma una region distinta, por ejemplo la 2, y se calcula la correlacién con
las demas regiones. Para poder analizar de forma gréfica la correlacion de todas las
regiones del cerebro construimos la matriz de correlacion, como se observa en la
figura 5.5B, donde la entrada (7, j) indica el valor de correlacion entre la sefial de la
region ¢ y la region j. Esta matriz de correlacion constituye la RFC del animal.

Para cada genotipo, construimos una matriz de correlacion representativa para el
experimento de reposo y para el experimento de estimulo. La matriz representativa
la obtuvimos a partir de promediar el conjunto de matrices de los distintos ratones

en cada estado.

5.1.8. Analisis estadistico
5.1.8.1. Analisis region SIBF

Para evaluar el porcentaje de activacion de la regién S1BF, consideramos 10
ratones WT y 8 ratones TrJ, teniendo un tnico valor por cada ratén. Evaluamos
la normalidad de las distribuciones de cada genotipo con el test de Shapiro-Wilk,
resultando en ambos casos normales con un p-valor = 0.1145 y p-valor = 0.3607
para WT y TrJ respectivamente. Las diferencias entre distribuciones se evaluaron

con un test no pareado t-Student.
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Figura 5.5: (A) A partir de las 8 regiones anatémicas computamos una tnica sefial repre-
sentativa para cada region, correspondiente al promedio de las sefiales temporales de los
pixeles en dicha regién. (B) Correlacionamos la sefial temporal de cada region contra las
sefales temporales de las restantes. Construimos la matriz de correlacién, donde cada en-
trada corresponde al valor de correlacion entre sefiales de las regiones indicadas por las
coordenadas de la matriz (7, j). Se muestra la matriz de correlacion representativa para el
genotipo WildType en el estado de estimulo.

Para analizar los datos de correlacién consideramos la misma cantidad de ra-
tones por genotipo (10 WT y 8 TrJ). Nuevamente se evalué la normalidad con el
test de Shapiro-Wilk y las diferencias entre genotipo a partir de un test no parea-
do t-Student. Los datos resultaron normales con un p-valor = 0.38685 y p-valor =
0.9810 para WT y TrJ respectivamente.

Para estudiar la pendiente, se tiene una distribucion de 10 valores por estimu-
lo en los WT y 8 valores por estimulo en TrJ. Para analizar la normalidad de cada
distribucidn se utilizo el test de Shapiro-Wilk. Para analizar las diferencias entre ge-
notipo para cada estimulo, en el caso de que dos distribuciones resultaran normales
se compararon utilizando un test no pareado t-Student. En caso de que dos distribu-
ciones resultaran no-normales se utilizé un test de Mann-Whitney para compararlas.
Para analizar las diferencias entre estimulos para un mismo genotipo se utilizé un

test ANOVA con comparaciones multiples.

Finalmente, para evaluar la amplitud de la sefial en los momentos donde se es-
timula en comparacién a cuando no se estimula, se realizaron los test andlogos a
los usados para evaluar la pendiente. Nuevamente para evaluar las diferencias entre

estimulos se utilizé un test ANOVA con comparaciones multiples.
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5.1.8.2. Analisis de las redes funcionales del cerebro

Para el genotipo WT, se tiene una matriz representativa para el estado de reposo
construida a partir del promedio de las matrices de los 6 ratones y una matriz para el
estado de estimulo construido con la misma cantidad de animales. En el caso de los
ratones TrJ, se obtienen las matriz representativas de igual manera pero obtenidas a
partir de 6 animales para el estado de estimulo y 5 animales para el estado de reposo.
Las entradas de cada una de estas matrices da una distribucién de valores de corre-
lacion correspondientes a la cantidad de animales considerados en cada genotipo.
Para estudiar la normalidad de estas distribuciones se aplic6 el test de Shapiro-Wilk.
Para comparar dos distribuciones se aplico el test no pareado t-Student en el caso de
que los datos resultaran normales, y el test de Mann-Whitney en el caso de que los
datos no fueran normales. De esta manera se puede saber si el valor representativo
de cada entrada de las matrices de correlacion es significativamente diferente entre

los genotipos y entre los experimentos (reposo y estimulo).

5.2. Resultados y discusion

5.2.1. Estudio de la region S1BF

En primer lugar se realiz6 el estudio comparativo de los genotipos WT y TrJ
para la respuesta al estimulo en la regiéon S1BF. Para cada individuo se comput? el
area total de la region S1BF y se compararon ambas poblaciones. Como se observa
en la figura 5.6A, no se encuentran diferencias significativas para las dreas totales
de las regiones S1BF. Sin embargo, como se observa en la figura 5.6B, encontramos
que existen diferencias significativas para el drea de activacidn, calculada a partir
del porcentaje de la region S1BF activada. Se observa que el genotipo WT tiene un
mayor porcentaje de activacion que el TrJ.

Si comparamos ahora los valores de correlacién promedio de los pixeles activa-
dos en la regién S1BF, como se observa en la figura 5.6C, nuevamente encontramos
diferencias significativas entre ambos genotipos. En este caso los WT presentan un
valor de correlacion mayor que los TrJ. Por lo tanto, los resultados presentados en
la figura 5.6 indican que, no solamente el drea de activacién es mayor en el genotipo
WT, sino que dicha activacion estd mds acoplada al estimulo aplicado.

El siguiente andlisis consistié en comparar la tasa de respuesta en ambos geno-

tipos, midiendo la pendiente de la sefial Doppler para cada estimulo realizado. Lo
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Figura 5.6: En todos los casos la cantidad de ratones utilizados fueron 10 WT y 8 TtJ.
(A) Area total de la regién S1BF por genotipo. Se muestra la media y desviacién estandar
para comparar las dreas de la region S1BF utilizando el test t-Student (v = 0.05). No
se encuentran diferencias significativa (p-valor = 0.1173). (B) Porcentaje de activacion de
S1BF por genotipo. Se muestra la media y desviacion estdndar, y se aplica el test t-Student
no pareado (o« = 0.05) para constatar diferencias significativas entre genotipos (p-valor =
0.0031). (C) Valor de correlacion promedio por genotipo. Se muestra la media y desviacién
estdndar, y se aplica el test t-Student no pareado (o« = 0.05) para constatar diferencias
significativas entre genotipos (p-valor = 0.0434).

que podemos observar en la figura 5.7A es que para todos los estimulos realizados
el valor de pendiente fue mayor en el caso de WT. Existen diferencias significativas
entre las distribuciones de cada genotipo para el primer estimulo y el ultimo. Con-
siderando el promedio de los 4 estimulos, es decir, obteniendo un valor tnico por
ratén para los 4 estimulos, observamos, como se ve en la figura 5.7B, diferencias
significativas entre genotipos.

Si evaluamos cémo evoluciona la pendiente a medida que realizamos los esti-
mulos dentro de un mismo genotipo, no observamos diferencias significativas en
ninguno de los casos. Es decir que el valor de pendiente se mantiene relativamente
constante para cada grupo como se observa de la distribuciones de puntos de igual
color en la figura 5.7A.

Finalmente, en la figura 5.8A se muestra la diferencia en amplitud de la se-
nal en los momentos de estimulo (CBVpy) en relacion a cuando no se estimula
(CBVorr). Como se puede observar, en ambos genotipos, a medida que realiza-

mos nuevos estimulos la amplitud de la sefial neurovascular en S1BF se mantiene
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Figura 5.7: En todos los casos la cantidad de ratones utilizados fueron 10 WildType y 8 TrJ.
(A) Se muestra el valor de pendiente media y desviacion estdndar para cada distribucién por
genotipo y por estimulo. En el primer estimulo se observan diferencias significativas entre
genotipos, obtenidas a partir de un test de Mann-Whitney con p-valor = 0.0434. También
se observan diferencias significativas para el cuarto estimulo calculadas a partir de un test
t-Student con p-valor = 0.0067. (B) Se muestra el valor promedio y desviacién estandar
de pendiente por genotipo considerando los cuatro estimulos. Se constantan diferencias
significativas a partir de un test t-Student con p-valor = 0.0422.

constante en el tiempo, por lo cual no encontramos diferencias significativas en-
tre los distintos estimulos por genotipo. En todos lo casos tenemos un valor medio
mayor en el genotipo WT que en el TrJ, sin embargo no encontramos diferencias
significativas al evaluar por estimulo entre genotipos.

A pesar de que la diferencia de amplitud se mantiene constante en el tiempo,
los valores de CBVp N y C' BV FF aumentan a medida que realizamos nuevos
estimulos, esto se puede ver en la figura 3.2 del anexo. Esto indica un aumento
global de la sefial que podria sugerir algin fenémeno de adaptacion.

Si consideramos ahora un valor global al promediar los valores medios de to-
dos los estimulos estimulo para cada ratén (figura 5.8B) observamos diferencias
significativas entre ambos grupos, que indican una mayor diferencia en la sefial
neurovascular entre el momento de estimulo y no estimulo para el genotipo WT.

Estos andlisis referentes a estudiar la respuesta al estimulo sugieren diferencias
en el funcionamiento de la via de las vibrisas para los dos genotipos, tanto a nivel
espacial como temporal en la region S1BF. Los ratones TrJ parecen sufrir una afec-
cion de dicha via, manifestada en la capacidad de respuesta (drea de activacion y
valor de correlacion) y en la tasa de respuesta (pendiente de la sefial temporal). Esto
implica una diferencia funcional a nivel del sistema nervioso central, lo cual, hasta

nuestro conocimiento, es la primera vez que se manifiesta en la literatura.
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Figura 5.8: Comparacion entre genotipos (10 ratones WT y 8 ratones TrJ) del valor
de %CBYV en los intervalos de estimulo (C'BVpy) en relacion al los momentos de no es-
timulo (CBVorr) para la regiéon S1BF. (A) Discriminando por genotipo y por estimulo
se muestran las distribuciones, con valor medio y desviacién estdndar, de la amplitud de la
sefial neurovascular calculada como %CBVpony — %CBVporr. (B) Se muestra un valor
global de la diferencia en amplitud de la sefial entre los momentos de estimulo y no esti-
mulo calculada a partir del promedio de todos los intervalos para cada ratén. Se observan
diferencias significativas obtenidas con un test t-Student con un p-valor = 0.0471.

Cabe mencionar que el andlisis estadistico presentado en la figura 5.7A y 5.8A
no contempla un modelo de interaccion entre distintos estimulos para un mismo
genotipo. Es decir, se testean las diferencias entre genotipos por estimulo y las dife-
rencias entre estimulos dentro de un genotipo, considerando las distribuciones como
independientes. Se probé un modelo ANOVA mixto de interaccion entre estas va-
riables obteniendo incluso més diferencias entre genotipos. Los resultados no se

presentan aqui ya que estdn por fuera del alcance de la tesis.

5.2.2. Redes funcionales del cerebro

En esta seccion nos centramos en analizar las redes funcionales del cerebro para
los estados de reposo y estimulo en los genotipos WT y TrJ. En este caso utilizamos
6 ratones WT para generar la red de reposo y la misma cantidad para la red de
estimulo; 5 ratones TrJ para la red de reposo y 6 para la de estimulo. Se tomaron
en cuenta tnicamente aquellos ratones que tengan una clara respuesta funcional en
S1BF y que ademads no hayan presentado alteraciones durante el estado de reposo
(como despertarse de la anestesia o la presencia de eventos sensoriales externos que
puedan influir en el reposo).

Cuando se realiza un andlisis de conectividad entre regiones, se pueden obtener
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valores positivos o negativos dependiendo de si esas regiones estdn correlaciona-
das o anti-correlacionadas. En muchos casos dos regiones pueden estar fuertemente
acopladas por una anti-correlacion, lo que sugiere una relacion funcional. En las
matrices de correlacidon entre regiones, que se presentan en las secciones 5.2.2.1
y 5.2.2.2, los valores de correlacion resultan ser positivos en todos los casos. Da-
do que no observamos valores de correlacion negativos, correspondientes a anti-
correlacidn, la escala de colores presentada incluye tnicamente valores positivos

para una mejor visualizacion.

5.2.2.1. Ratones WildType estimulo vs reposo

En primer lugar, evaluamos las redes WT para ambos estados, con el objetivo
de estudiar el funcionamiento en un modelo que se puede considerar "sano". Esto
lo comparamos con un trabajo donde se generan las mismas redes para el mismo
genotipo (Ferrier et al. 2020). La figura 5.9 muestra las matrices de conectividad
obtenidas para el genotipo WT en los estados de estimulo y reposo.

Sabemos de la literatura, que en el estado de reposo existe una conexion
inter-hemisférica propia en roedores (Gozzi y Schwarz, 2016)(Kannurpatti et al.
2008)(Zhao et al. 2008), particularmente entre regiones andlogas entre hemisferios
como S1BF IZQ y S1BF DER. Esto se puede observar en la alta correlacion (0.607
4 0.065) observada entre estas dos regiones, representada por la entrada (1,6) en
la matriz de reposo de la figura 5.9, y marcada con un recuadro violeta. Si com-
paramos con la misma entrada de la matriz de estimulo, observamos una variacién
en el valor de conectividad, siendo en este dltimo caso menor (0.467 + 0.194). Es
decir, al momento de aplicar un estimulo se pierde la lateralidad o conectividad
inter-hemisférica entre estas dos regiones. Podemos considerar entonces como un
funcionamiento "normal", que al recibir un estimulo en S1BF la actividad neuro-
vascular de esta region se centra en procesar dicho estimulo sin enviar informacién
hacia la corteza anéloga en el otro hemisferio.

Por otro lado, la corteza retrosplenial (RSG) se describe como un posible niicleo
o "hub"de la red por defecto (Defult Mode Network, DMN) en ratones (Ferrier et
al. 2020). La DMN es una red de regiones temporalmente correlacionadas que se
activan mientras el individuo no esté realizando una tarea especifica (Gozzi y Sch-
warz, 2016) y es una de las redes mds estudiadas en experimentos de reposo. Como
se puede observar en la matriz de reposo de la figura 5.9 (panel izquierdo), las re-

giones RSG DER y RSG IZQ se encuentra muy poco correlacionadas con la corteza
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Reposo (n=6) | S0 Estimulo (n=6)

0.619 | 0.484 | 0.452 | 0.583 | 0.467 | 0.400 | 0.432

1) S1BF I2Q
2) AC/RDC IZQ

0.590 | 0.295 | 0.382 | 0.545 | 0.607 | 0.208 | 0.302

0.567 | 0.613 | 0.781 | 0.425 | 0.425 | 0.419 0.628 | 0.627 | 0.719 | 0.452 | 0.458 | 0.503

3) RSG 1ZQ
4) RSG DER
5) AC/RDC DER

0.615 | 0.589 | 0.364 | 0.426 | 0.452

0.634 | 0.559 0.390 | 0.396

0.433 | 0.440 0.443

0.384 | 0.386

0.4867

6) SIBFDER 1} thak

I HIPIZQ
8) HIP DER

N I |

--I_'! - ———7

Figura 5.9: Comparacién entre las matrices de correlacién de regiones para los experi-
mentos de estimulo y reposo en el genotipo WT. Las matrices se construyen a partir del
promedio de 6 matrices de estimulo y 6 matrices de reposo, correspondientes a la cantidad
de ratones utilizados. Por lo tanto, cada entrada de la matriz es la media del conjunto corres-
pondiente. En el panel superior se describe la numeracion utilizada para cada regién y sobre
la izquierda se colocan los nombres abreviados segun la figura 5.2. Los recuadros violetas
indican la diferencia en el valor de correlacion en la conectividad de las regiones 1y 6. De
forma anédlogo los otros recuadros subrayan las diferencias en las regiones 1 y 6 conla 3 y
4,y,1y6conla7yS8.

somatosensorial en ambos hemisferios, SIBF DER (0.290 £ 0.158 y 0.220 £ 0.155
respectivamente) y SIBF IZQ (0.382 + 0.166 y 0.295 £ 0.232 respectivamente),
indicado por el recuadro en negro. Esto indica, que en estado de reposo estas regio-
nes responden a funcionalidades distintas. En cambio, si observamos la matriz de
estimulo de la figura 5.9 (panel derecho), vemos que cuando la region S1BF IZQ
es activada, tanto la propia S1BF IZQ como la contralateral SIBF DER, aumen-
tan su conectividad con las regiones RSG DER (0.452 £+ 0.171 y 0.369 + 0.175
respectivamente) y RSG IZQ (0.484 £ 0.132 y 0.364 £ 0.186 respectivamente).
Esto sugiere que al momento de recibir un estimulo sensorial en S1BF esta regién

intensifica su conexién con RSG para un correcto procesamiento de la informacién.

Finalmente, si nos centramos en la regién del hipocampo, drea clave en los pro-
cesos de memoria y aprendizaje, vemos que en la red de reposo las regiones HIP
DER e HIP IZQ aparecen muy poco conectadas con el resto de las regiones y muy
conectadas entre ellas. En particular las regiones SIBF DER y S1BF IZQ tienen
una correlacion pequefia con el hipocampo (recuadro verde en la figura 5.9). Por
ejemplo, para el HIP IZQ estos valores son 0.226 4 0.144 y 0.298 + 0.147 respec-
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tivamente. Considerando ahora la matriz de estimulo, observamos que el valor de
correlacion para S1BF IZQ, es decir donde se aplica el estimulo, y la region HIP
IZQ, aumenta con respecto al estado de reposo (0.400 + 0.150). Lo mismo ocurre
para laregion SIBF DER y laregion HIP IZQ (0.311 £ 0.208). El aumento de cone-
xi6n de la corteza somatosensorial con el hipocampo en el experimento de estimulo,
parece indicar un necesario intercambio de informacién entre una region asociada
especificamente a lo sensoriomotor con una regién asociada a la memoria. Esto su-
giere, que para un correcto procesamiento de la informacion sensorial del medio, se
debe recurrir a procesos de aprendizajes previamente adquiridos almacenados en el

hipocampo.

En el trabajo de (Ferrier et al. 2020) se estudia la conectividad cerebral en ra-
tones WT para un estado de activacidén y un estado de reposo. Alli, al igual que
en nuestro trabajo, los resultados indican una desconexién inter-hemisférica en la
S1BF y de la SI1BF con RSG en el momento en que el raton esta siendo estimulado.
Sin embargo, en Ferrier et al. 2020 las matrices de conectividad para el estado de
reposo y estimulo se construyen de forma distintas a nuestro caso. Para la matriz de
activacion se concatenan los periodos temporales donde se estimul6 al raton. Para
la matriz de reposo o no activacion se concatenan periodos donde no se estimula,
lo cual denominan estado base. Es decir que el experimento compara los momentos
en donde se estd estimulando y los momentos que se deja de estimular. En nuestro
caso estamos comparando dos series de experimentos distintos, ya que el estado de
descanso o base corresponde a varios minutos del animal dormido sin recibir un
estimulo especifico. Por otro lado, nuestras matrices de estimulo se construyen con-
siderando tanto momentos donde se estimula como momentos donde no se estimula,

lo que corresponde a evaluar el comportamiento a lo largo de todo el experimento.

Creemos que nuestra metodologia se corresponde mejor con el objetivo de ver
diferencias entre un cerebro en reposo, o sin una tarea especifica, y un cerebro acti-
vo, debido a que la concatenacion de sefales puede generar correlaciones espurias.
Esto se da porque todas las sefiales recortadas tendrdn un salto o caida en el momen-
to de transicion de estimulo a no estimulo o viceversa, aumentando espuriamente el
valor de correlacion . De todas formas, realizamos la construccion andloga de las
matrices descritas en el trabajo de Ferrier et al. 2020 para verificar la concordancia
de los resultados. Esto se puede observar en el Anexo (figuras A3.3 y A3.4), donde
se muestra que los resultados contindan la tendencia observada en la figura 5.9, y

ademas se corresponden con lo encontrado por Ferrier et al. 2020.
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5.2.2.2. Ratones Trembler-J estimulo vs reposo

Lo siguiente que realizamos fue analizar las matrices de reposo y estimulo para
el genotipo TrJ, tal como se observa en la figura 5.10. En primer lugar observamos,
que laregiones SIBF DER y S1BF IZQ estdn mds conectadas en la matriz de reposo
que en la de estimulo (0.719 £ 0.122 y 0.623 £ 0.135), lo cual es concordante con
la desconexién inter-hemisférica al aplicar el estimulo descrita en la literatura y
observada en los experimentos con WT.

Si analizamos las regiones RSG DER y RSG IZQ podemos observar que en el
estado de reposo se encuentran mds conectadas con las regiones SIBF DER y S1BF
1ZQ comparado al estado de estimulo. Por ejemplo, el valor promedio de conexién
para esas cuatro entradas (1-3,1-4,6-3,6-4) es 0.548 £ 0.039 en el estado de reposo
y 0.413 + 0.046 en el estimulo. Este comportamiento es opuesto a lo observado en
el genotipo WT, donde dichas regiones aparecen mds conectadas en el estado de
estimulo.

En relacion al hipocampo, observamos que, para ambos estados, la conectividad
de esta estructura con todas las demads regiones de la corteza es baja, mientras que
la conectividad entre HIP IZQ e HIP DER es alta. Esto es andlogo a lo que se
observa en el modelo WT. Por ejemplo, para la matriz de reposo, el promedio de
correlacién entre HIP IZQ y todas las regiones corticales (de la 1 a la 6) es 0.472
=+ 0.026, mientras que la conectividad para HIP IZQ e HIP DER es 0.664 + 0.079.
Esta tendencia también se observa en la matriz de estimulo, donde los valores son
0.424 + 0.018 y 0.627 £ 0.106 respectivamente.

5.2.2.3. Ratones WildType vs Ratones Trembler-J

Si comparamos ahora entre genotipos el estado de reposo, lo que observamos es
una conectividad global aumentada en el modelo TrJ. Las estructuras funcionales,
es decir la red cerebral, parecen ser las mismas pero con valores de correlacién
mayores. Tomando un valor promedio de conectividad global para cada genotipo,
calculado como el promedio de los valores de correlacion de cada matriz, tenemos
WT =0.451 £ 0.147 y TrJ = 0.577 £ 0.111.

Esta tendencia también se observa en las matrices de estimulo al comparar por
genotipo. Especialmente, en SIBF DER, la region cortical contralateral a la activa-
da, se muestra menos conectada con el resto del cerebro en el caso del WT que en
el modelo TrJ. Si tomamos el promedio de valores de correlacion de esta region con
todas las demas tenemos que para WT = 0.405 £ 0.079 y para TrJ = 0.527 £+ 0.108.
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Fapee 45

Reposo (n=5) Estimulo (n=6)

1) S1BF 120 0.720 | 0.597 | 0.542 | 0.696 | 0.719 | 0.504 | 0.513 0615 | 0.382 | 0.367 | 0502 | 0623 | 0.390 | 0.382

2) AG/RDC 120 0.715 | 0,647 | 0.787 | 0.678 | 0.475 | 0.498 0628 | 0542 | 0732 | 0607 | 0.428 | 0436

J)RSGIZQ | 0.711 | 0.662 0636 | 0622

4)RSG DER |

5) AC/RDC DER .

6) S1BF DR

NHIPIZO |

8)HIPDER |

Figura 5.10: Comparacién entre las matrices de correlacién de regiones para los experi-
mentos de estimulo y reposo en el genotipo TrJ. Las matrices se construyen a partir del
promedio de 6 matrices de estimulo y 5 matrices de reposo, correspondientes a la cantidad
de ratones utilizados. Por lo tanto, cada entrada de la matriz es la media del conjunto co-
rrespondiente.

En particular, nos interesa estudiar como es la transicion entre el estado de es-
timulo y reposo para cada genotipo. Para ello, calculamos la matriz de diferencia

relativa porcentual. El valor de cada entrada se comput6 de la siguiente manera:

estimulo(i, j) — reposo(i, j)
reposo(i, j)

donde diferencia(i, j) corresponde a la entrada (7, j) de la matriz de diferencia

diferencia(i,j) = 100 x

(5.2)

relativa porcentual, y de forma andloga estimulo(i, j) y reposo(i, j) corresponden
a las entradas (7,j) de las matrices de estimulo y reposo respectivamente. En la
figura 5.11 se observan las matrices de diferencia relativa porcentual para ambos
genotipos.

Nos centramos en analizar la conexién de la regiéon S1BF IZQ con las demas (re-
cuadro en negro en las matrices de la figura 5.11), donde se observan las principales
diferencias. En el modelo WT hay un decremento de 23 % de la conectividad entre
laregion SIBF DER y S1BF IZQ, mientras que en el genotipo TrJ este decremento
es de 13 %.

También se observa que, para el genotipo WT, S1BF IZQ tienen una conectivi-
dad 65 % mayor con la region RSG IZQ en el estado de estimulo en comparacién
al reposo. En el caso del TrJ la tendencia es inversa, esta entrada tiene un valor

negativo que representan una mayor conexion en el reposo que en el estimulo. El

70



WT Tr)

- - —— 10
49 | 638 | 185 | 7.0 [-231 | 345 | 429 146 | 361 | -324 | 280 | -133 | -226 | -236

1) S1BF 120
2) AC/RDC 120 |,

[
3) RSG 17Q :
[

4) RSG DER :

1086 22 80 6.3 78 20.0 -121 | -162 | 7.0 | -105 | -10.0 | -126 80

-3.0 53 658 9.1 14.4 -106 | 59 |[-159 | 84 | 86 40

-28 270 0.7 0.6

- 376 | 383

3.7 |

34 | <127 | 48 5.6

5) AC/RDC DER

6) S1BF DER 27 | 41

T)HIP1ZQ

T
1
1
[
1
1
1
1
1
1
) 24 | 84 89
1
1
1
1
1
1
1
1
1

o
wm
[
[X]
o
®

80
100

Figura 5.11: Matrices de diferencia entre los estados de estimulo y de reposo para los ge-
notipos WT y TrJ. Cada matriz se computa como la diferencia relativa porcentual, entrada
a entrada, de las matrices asociadas al estimulo con la matriz asociada al reposo para el
genotipo WT (figura 5.9) y para el TrJ (figura 5.10). En recuadros negros se destacan las
conexiones relevantes para evaluar el comportamiento diferencial entre genotipos, corres-
pondientes a la conectividad de la regién S1BF IZQ y todas las demés.

8) HIP DER
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mismo comportamiento se observa para S1BF IZQ con las regiones hipocampales
7y 8, donde la conectividad es mds elevada en el estado de estimulo que en reposo
por aproximadamente un 35-40 % en el genotipo WT, mientras que en el modelo
TrJ las entradas son negativas.

Estas diferencias diferencias también se observan para la region S1BF DER, la
region cortical contra lateral a donde se aplico el estimulo. En el caso del genotipo
WT, esta region se conecta mas con RSG y el hipocampo en el estimulo en compa-

racion al reposo, mientras que en el genotipo TrJ el comportamiento es inverso.

Cabe mencionar que en todos los casos se realizé un estudio estadistico para
comparar la distribucién de pixeles andlogos entre dos matrices, no encontrando
diferencias significativas en ningiin caso. Las matrices de desviacion estandar de
las distribuciones se pueden encontrar en el Anexo. Se puede observar que la in-
certidumbre relativa para cada pixel se encuentra en el entorno de un 15-20 %. Para
trabajos futuros se espera incrementar el nimero de individuos para evaluar si es
posible encontrar diferencias cuantificables entre genotipos para cada region de co-
nectividad.

Este primer acercamiento a estudiar las redes del cerebro en ambos modelos
de ratones, evidencia diferencias en el funcionamiento a nivel del sistema nervioso

central en el modelo TrJ respecto al WT. Esto se encuentra en la linea de trabajos
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recientes donde se destaca la influencia de la enfermedad Charcot-Marie-Tooth a
nivel del sistema nervioso central al estudiar el modelo TrJ (Damian et al. 2021).
A nuestro entender, esta es la primera vez que se realiza un estudio neurovascu-
lar de redes del cerebro en el modelo animal TrJ. También es el primer trabajo en
donde se utiliza ultrasonido funcional para definir una red de reposo donde se deja
por varios minutos al animal anestesiado sin generar estimulos externos. Esto aplica
tanto para el modelo TrJ como para el WT. Creemos que esta metodologia es la més
conveniente para estudiar las redes de reposo, ya que se obtiene un amplio registro
temporal de la sefial neurovascular, evitando asi efectos transitorios, que permite

analizar de forma correcta la interaccion entre regiones.
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Capitulo 6

Conclusiones

La tesis estuvo enmarcada en el proyecto de investigacion multidisciplinario
(cédigo ANIIL: FCE_1_2019_1_155539) que tuvo como objetivo integrar las dreas
de imagenologia vascular por ultrasonido, con el andlisis bioldgico de modelos de
neurodegeneracion, mds especificamente, para un modelo murino asociado a la en-
fermedad Charcot-Marie-Tooth.

Logramos implementar satisfactoriamente la imagenologia Doppler Ultrarrapi-
da, técnica no invasiva que consiste en aplicar ultrasonido para analizar los cambios
en volumen sanguineo en pequefios vasos del cerebro. Particularmente, a través del
andlisis funcional denominado Ultrasonido Funcional (fUS), pudimos comprender
en mayor profundidad las implicancias de la enfermedad Charcot-Marie-Tooth en

el sistema nervioso.

Desde el punto de vista personal, esta tesis me permitid insertarme en un grupo
de trabajo interdisciplinario, donde parte del cometido consisti6é en desarrollar un
lenguaje comun entre las distintas areas, enriqueciendo enormemente el proceso de
investigacion. Me introdujo en la experimentacion biolégica y me permitié desarro-
llar nuevas perspectivas e ideas para abordar un problema cientifico. Ademas, tuve
la posibilidad de participar en numerosas instancias de presentacion del trabajo pa-
ra publicos ampliamente diversos, lo cual, nuevamente, creo que ha enriquecido mi

capacidad como cientifico y no solamente como fisico.
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6.1. Puesta a punto de la técnica y analisis de la sen-

sibilidad del Doppler Ultrarrapido

Como logros intermedios de este trabajo de tesis, que sirvieron de base para el
objetivo general, podemos destacar en primer lugar la instrumentacién y optimiza-
cion de la técnica de imagenologia Doppler Ultrarrdpida, siendo el primer grupo de
investigacion que logra desarrollarla a nivel local y regional. La metodologia que se
presentd aqui sienta las bases para futuros trabajos utilizando Doppler Ultrarrapido,
y abre las puertas a colaboraciones interdisciplinares para estudios neuroldgicos y
vasculares.

En segundo lugar, se valid6 la sensibilidad del Doppler Ultrarrdpido para detec-
tar cambios en el flujo sanguineo entre dos grupos de ratones. Esto consistid en un
estudio combinado entre imagenologia Doppler Ultrarrdpida y Microscopia Confo-
cal. En dicho trabajo estudiamos los efectos del envejecimiento en la neurovascula-
tura de ratones Wild Type (WT), y pudimos constatar que el Doppler Ultrarrapido es
una herramienta sensible para detectar dichas variaciones fisioldgicas. La perfusion
sanguinea y la red vascular se encuentran deterioradas en ratones adultos viejos en
comparacion a ratones adultos jovenes. Este enfoque combinado resulta algo nuevo
para la literatura disponible y los resultados aportan un mayor entendimiento de los
procesos de envejecimiento neurovascular. Este trabajo se encuentra condensado en
el articulo publicado (Anzibar Fialho; Vazquez Alberdi; Martinez et al. 2022).

6.2. Ultrasonido funcional para analizar el modelo de

neurodegeneracion de la enfermedad Charcot-
Marie-Tooth

Como objetivo principal, esta tesis se proponia utilizar fUS para estudiar el mo-
delo de ratén Trembler-J (TrJ), que emula con alta fidelidad biolégica la neuropatia
hereditaria Charcot-Marie-Tooth. En ese sentido, el primero de los aportes de esta
tesis fue implementar la técnica de fUS, la cual consiste en obtener datos de va-
riacion de flujo sanguineo en funcién del tiempo y analizar cdmo responden las
distintas partes del cerebro a un estimulo especifico. Nuevamente, esta es la prime-
ra vez que un grupo de investigacion local y regional utiliza fUS para un analisis

dinamico del sistema nervioso central.
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En segundo lugar se estudio la respuesta somatosensorial a un estimulo mecé-
nico externo de las vibrisas (correspondiente a la tigmotéxis de las vibrisas), en el
modelo de ratén sano WT y en el modelo de neurodegeneracion TrJ. Se constato la
correcta activacion de la region cerebral cortical asociada al movimiento y control
de las vibrisas durante los momentos donde el animal recibia el estimulo.

Posteriormente, se identificaron pardmetros funcionales de la activacion corti-
cal, como la capacidad y el tiempo de respuesta al estimulo, para poder comparar
entre ambos genotipos. El modelo TrJ mostré niveles y modalidades de expresion
significativamente distintos a los observados en el genotipo saludable. Estos resul-
tados sugieren una clara afeccion de la via somatosensorial de las vibrisas en el
modelo Tr-J.

En tercer lugar, se definieron y construyeron redes funcionales del cerebro, para
ambos modelos de ratones, bajo dos estados funcionales: estimulo y reposo. Hasta
nuestro conocimiento es la primera vez que se reporta una red de reposo construida a
partir de la actividad cerebral del individuo sedado y sin estimulos externos por méas
de 5 minutos. Esto aplica para ambos modelos de ratones. También es la primera
vez que se realiza un andlisis a partir de redes del cerebro para el modelo TrJ.

A partir de las redes construidas para cada genotipo se comparé la conectividad
en cada uno de los estados. Reportamos diferencias en las redes de estimulo y de
reposo en el modelo TrJ en comparacion al modelo sano WT. Esto representa un im-
portante hallazgo a nivel biolégico, demostrando que la enfermedad también afecta
la neurovasculatura a nivel del sistema nervioso central, ya que hasta el momento
es considerada casi exclusivamente como una afeccion periférica.

Estos resultados sugieren la necesidad de promover un cambio de paradigma en
la comprension de la afeccion CMT-1E. Sefialan un rol no descrito hasta ahora en
el fenotipo clinico TrJ referente a como es el impacto sobre la respuesta vascular,
en este caso medida a través de fUS. Posibilitan una comprensién mas profunda de
la neuropatia, que puede abrir un nuevo panorama desde un punto de vista médico

terapéutico o de diagndstico.
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Capitulo 7

Consideraciones generales y

perspectivas a futuro

Como reflexiones finales esta tesis abre una nueva linea de investigacion a nivel
local, que se consolida con trabajos actualmente en desarrollo y gran potencial a
futuro para realizar diversos tipos de estudios neuroldgicos. Durante el transcurso
de la misma los resultados satisfactorios permitieron la escritura de articulos y pre-
sentaciones en congresos internacionales con repercusiones sumamente positivas.

La satisfactoria implementacion de la técnica de Doppler Ultrarrdpido abre un
gran abanico de posibles trabajos futuros, tanto desde el enfoque de andlisis de
flujo, como se describi6 en el capitulo 4, como en la implementacion de nuevos
disefnos experimentales para realizar ultrasonido funcional, tal como se describi6 en

el capitulo 5.

7.1. Trabajos futuros con fUS aplicado a estudiar la

neuropatia Charcot-Marie-Tooth

Como primer trabajo a futuro, corresponderia incrementar el nimero de ratones
utilizados en el estudio, para evaluar si las diferencias observadas en la conectivi-
dad entre los genotipos Wild Type (WT) y Trembler-J (TrJ) son estadisticamente
significativas. En conjunto con esto, desarrollar un andlisis estadistico mads comple-
to donde se contemple la interaccion mixta de las distintas regiones y no solamente
la comparacion entrada a entrada.

En segundo lugar, una de las principales ventajas del Doppler ultrarrdpido radica

en la capacidad de obtener imagenes transcraniales de calidad (capitulo 5). El hecho
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de no realizar un procedimiento invasivo en el ratén (como una craneotomia o un
afinamiento del crdneo) permite realizar multiples estudios en el mismo animal. No
solamente para repetir la experiencia en caso de ser necesario, optimizando de esta
forma los recursos, sino también como posibilidad de realizar un seguimiento en el
desarrollo del individuo.

Un ejemplo de esto corresponde al proyecto de doctorado de la estudiante Ma-
riana Martinez, que se desarrolla de forma paralela a los trabajos presentados en
esta tesis. En el trabajo de Martinez se utiliza fUS para estudiar el desarrollo de
ratones TrJ sometidos a una dieta en base a curcumina. Esta sustancia ha sido des-
crita como un componente bioactivo capaz de modular los procesos de autofagia
en desordenes neurolégicos o neuromusculares (Vazquez Alberdi et al. 2022), (Pe-
rrone et al. 2019). En dicho trabajo se realiza un andlisis del flujo sanguineo como
el presentado en el capitulo 4 a ratones jovenes de entre 2 y 3 meses. Pero en este
caso se toman imagenes sin la necesidad de realizar una intervencion quirtrgica de-
bido a su joven edad. Luego, estos ratones son sometidos a una dieta especifica por
un periodo de 5 meses, y finalmente se vuelven a tomar imdgenes, en este caso si
realizando una craneotomia. De esta forma se puede evaluar previo al tratamiento y
posterior al mismo.

Un disefio experimental sostenido en el tiempo también permite el andlisis de
los cambios en la conectividad o dindmica central en las distintas etapas. Para los
ratones jovenes utilizados en el estudio funcional presentado en el capitulo 5, se
realizé de forma andloga el mismo procedimiento pero 5 meses después (en este
caso si con craneotomia). Estos datos ain no fueron analizados pero creemos que

contienen un gran potencial para comparar el desarrollo de cada genotipo.

7.2. Analisis adicionales para estudiar las redes del

cerebro

Respecto al estudio de la conectividad presentado en el capitulo 5 considera-
mos que a futuro se puede complementar con diversos andlisis. En primer lugar se
puede abordar la relacion funcional de las distintas regiones utilizando la técnica de
Independent Component Analysis, la cual permite separar los distintos componen-
tes de la sefal Doppler en patrones espaciotemporales especificos. Esta técnica es
ampliamente utilizada en el anélisis de estudios de resonancia magnética funcional

(McKeown y Sejnowski, 1998) y también recientemente aplicada para sefiales de
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fUS con el objetivo de encontrar redes cerebrales subyacentes (Ferrier et al. 2020).

En segundo lugar se puede estudiar la sefial Doppler en distintas condiciones
dindmicas del cerebro combinando las metodologias presentes en este trabajo. Por
ejemplo, aplicando la segmentacion en cuartiles, estudiar como es la distribucién
del flujo en el hipocampo en el estado de activacion en comparacién a cuando no se
estd estimulando. También comparar las distribuciones entre genotipos, evaluando
si se dan diferencias en el estado de activacién o en el estado de reposo, o en ambos.

En el caso del genotipo TrJ resulta de gran importancia estudiar la distribucién
de flujo a nivel del hipocampo debido a las evidencias previas de alteraciones en
dicha estructura (Damian et al. 2021). De esta forma el ultrasonido lograria dar una
perspectiva de las afecciones neurovasculares de dicha estructura en el modelo TrJ.

También en el proyecto de doctorado de Mariana Matrinez se implementé la
segmentacion en cuartiles para estudiar posibles diferencias entre WT y TrJ a nivel
del hipocampo. En el mismo, se encuentra una perfusiéon aumentada en el modelo
TrJ. Esto combinado a los resultados presentados en la presente tesis (capitulo 5)
pueden adelantar una posible hipétesis de una mayor actividad cerebral continua
en el modelo TrJ comparado al WT. Esto puede relacionarse a los cambios en el
comportamiento, especificamente a los niveles de ansiedad, que se verifican en el
trabajo de Damian et al. 2021.

7.3. Mejoras y nuevas posibilidades de implemen-
tar la caracterizacion del flujo con imagenologia

Doppler Ultrarrapida

Adicionalmente, no solo se puede estudiar la distribucion de flujo a nivel del
hipocampo sino en otras dreas del cerebro. En este trabajo la eleccion del hipocam-
po para estudiar los efectos de envejecimiento radican en su capacidad neurogénica
y funcionalidad asociada a procesos de memoria, asi como la relativa facilidad de
identificarlo en las imdgenes Doppler. Sin embargo, resulta de interés evaluar otras
regiones que también puedan estar comprometidas en los procesos de envejecimien-
to. Por ejemplo, la técnica de segmentacion en cuartiles puede ser aplicada de forma
andloga a una region especifica de la corteza.

Cabe mencionar que el tratamiento de los datos desarrollado en el capitulo 4 co-

rresponde a realizar la segmentacion en cuartiles utilizando la imagen en decibeles.
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Mientras que lo desarrollado en el capitulo 5 se basa en estudiar la imagen utilizan-
do el valor de intensidad propio de la sefal Doppler. Es decir, no hay un pasaje a
decibeles, sino que se trabaja en valores relativos de variaciéon de CBV. En este caso
creemos que el segundo tratamiento corresponde a una representacion mas fidedig-
na de la medida real del flujo. Esto se debe a que la escala en decibeles depende del
valor de referencia de maxima intensidad, el cual puede estar afectado por la pre-
sencia de artefactos en la imagen, lo cual generaria un corrimiento de valores. Por
ejemplo, un punto de alta intensidad que no corresponde al flujo. Para evaluar que
los resultados presentados en el capitulo 4 no tuvieran este sesgo debido al cambio
de escala, analizamos la distribucion de los valores de referencia para cada uno de
los grupos. No encontramos diferencias significativas en los valores medios de las
distribuciones, lo cual indica que los valores de referencia de la escala de decibeles
(tomados dentro del hipocampo) corresponden a valores de sefial Doppler y no a

artefactos.
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Anexo 1

Fundamento teorico de la
descomposicion en valores singulares

de una matriz

Dada una matriz real A € R™*" los autovalores de la matriz ATA € R™*"
simétrica y definida semipositiva son siempre reales y mayores o iguales a cero.

Sean \;...)\, los autovalores de la matriz AT A ordenados de mayor a menor,
entonces 0; = 1/\; es el i-esimo valor singular de la matriz A.

Tomando los primeros 7 autovalores no nulos ordenados de forma decreciente y
los siguientes 1 — r autovalores nulos, y sea {vy, ..., v, } una base ortonormal de R"

formada por autovectores de A7 A, entonces:

{Awvy, ..., Av,} es un conjunto ortonormal y su norma es ||Av;|| = VA; = 0.

{‘i—”ll, ..., &x1 es una base ortonormal del subespacio fundamental Cool( A).

. o

{Vr41, ..., Uy} €s una base ortonormal del subespacio fundamental Nul(A).

El rango de la matriz A coincide con la cantidad de valores singulares no

nulos, rango(A) = r.

Para demostrar que se puede realizar la descomposicion mencionada podemos
tomar los autovalores de AT A ordenados de manera \; > ..\, > A\ = ... =
An = 0y {vy,...,v,} es una base ortonormal formada por autovectores de AT A
cada uno asociado a un autovalor. El conjunto {Avy, ..., Av,.} es ortonormal con

_ Aun

Av,yq = ... = Av,, = 0. Si llamamos u; = b Uy = %, entonces:
T
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= {uy,..,u,} es un conjunto ortonormal, y si » < m podemos completar con

{41, ..., un, } para formar una base ortonormal de R™.

.
AUl = 0o1uy

Av, = o,u,
AUT+1 =0

Av, =0

\

Reescribiendo este tltimo sistema de ecuaciones de manera matricial con V' =
[V1, .y U] € Ry UY = [oqu4, ..., 0,44, 0, ..., 0]. Por lo tanto tenemos que AV =
U, y como V es una matriz ortogonal entonces A = UXV*. De esta forma la

matriz A puede escribirse con la siguiente descomposicion:

A= Zaiuivf (1.1)
i=1

1.1. Otros estimadores para el filtro de imagenes por

descomposicion en valores singulares

1.1.1. Estimador basado en los valores singulares

Uno de los criterios basicos para seleccionar N es observar la distribucion de
valores singulares. Como los vectores propios estdn normalizados (es decir U;.U; =
1 Vi, lo mismo para V') entonces la energia de ese par de vectores estd contenida en
el valor singular o;.

En la figura 1.1 se observa la distribucion de valores en decibeles. Los valores
mas bajos se asocian al movimiento del tejido conteniendo la mayor cantidad de
energia. Un estimador posible es rechazar los valores singulares que se encuentren
por encima de un determinado nivel de dB. Como se indica en la figura se puede
seleccionar un valor de -30dB y quedarnos con los valores singulares que estén por

debajo de dicha cota, eliminando asi el movimiento del tejido de la imagen.
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Figura 1.1: Distribucién de valores singulares en funcién de su energia (linea azul). En

linea punteada se grafica una referencia a -30dB, ejemplo de posible valor para aplicar cota
al filtro.

1.1.2. Estimador basado en los vectores singulares temporales |/

En el tratamiento de sefiales ultrasonicas el método mas comun a la hora de eli-
minar el movimiento del tejido, es pensar en realizar un filtro temporal pasa alto y
rechazar las frecuencias bajas. Esto es debido a que el tejido y el flujo sanguineo
presentan frecuencias caracteristicas distintas, y por lo tanto se esperaria que los
vectores temporales sigan la misma tendencia. De esta forma nos podemos centrar
en estudiar la densidad espectral de potencia de cada vector temporal (figura 1.2).
Se calcula también el primer momento estadistico que corresponde a la frecuencia
central (Baranger et al. 2018). Otra estadistica interesante es que la sefial de tejido
tiene un ancho de banda mdas angosto que la sefal de flujo, esto se puede obser-
var calculando el comportamiento del ancho de banda que contiene un 99 % de la
energia.

De esta forma, un criterio de estimacién que se puede utilizar es eliminar los
valores singulares asociados a una frecuencia central y ancho de banda que se en-
cuentren por debajo de determinada frecuencia. En la figura 1.3 se muestran las
imégenes obtenidas luego de un filtro temporal a partir de las matrices V para dis-

tintos valores de corte de frecuencia. Como se observa para valores pequefios de la
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Figura 1.2: Densidad espectral de potencia para los vectores temporales V. En azul se
grafica la frecuencia central de cada vector propio temporal y en negro el ancho de banda, al
99 % de la energia, asociado a cada vector propio. La escala de colores representa decibeles.

frecuencia central solo tendremos asociados los valores singulares de mayor poten-
cia. Por lo tanto para una frecuencia de corte baja los valores singulares asociados
al movimiento de tejido estardn presentes en la imagen. En la figura 1.3 se puede
observar como a medida que aumentamos la frecuencia de corte el flujo cerebral
se hace mds visible en la imagen ya que vamos eliminando los valores con mas
potencia asociados al tejido.
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Figura 1.3: Comparacion de las imigenes obtenidas para distintos valores de corte de la
frecuencia central. En este caso se utilizan los valores singulares que se encuentran por
encima de OHz, 25Hz, SOHz y 100Hz. La escala de colores representa decibeles.
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Anexo 2

Meétodos estadisticos

En esta seccion se describen de forma genérica algunos de los test estadisticos
utilizados durante el trabajo. No se pretende hacer una descripcién exhaustiva de los
mismos sino un repaso de la idea general que permita entender los andlisis expuestos

en el manuscrito.

2.1. Test Shapiro-Wilk

Previo a realizar un test para comparar si existen diferencias entre dos distri-
buciones de datos debemos verificar como es el comportamiento de dichas distri-
buciones. Podemos separar esto en dos grandes categorias: conjuntos de datos que
siguen una distribucion normal o conjuntos de datos que no siguen una distribucién
normal.

Para el test de Shapiro-Wilk la hipétesis nula es que los datos estdn normalmente

distribuidos. En este caso se calcula un estadistico W como:

(> iy aﬂ(i>)2
> i (T —T)?

siendo x(;) el estadistico de orden i, esto es el i-esimo valor mds pequefios de la

W:

2.1

muestra, = la media de la muestra, y los coeficientes a; se calculan como

mTVfl
mTV—lV—lm)l/Q

(ay,...,a,) = (

donde m = (my, ..., m,)" son los valores esperados del estadistico de orden de
variables aleatorios independientes idénticas obtenidas de una distribucién normal

y V es la matriz de covarianza de dicho estadistico de orden.
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Este valor W se puede asociar mediante una tabla, con dependencia de la can-
tidad de muestras del conjunto, a un p-valor para determinar si se rechaza o no la
hipdtesis nula. Si el p-valor es menor al valor de significancia establecido, que ge-
neralmente suele ser 0.05, entonces se rechaza la hipétesis nula y decimos que la
distribucién no es normal.

Existen otros diversos test para probar la normalidad de una muestra, como pue-
den ser los de Kolmogorov-Smirnov o Anderson-Darling, o incluso test cualitativos
graficos como los histogramas o graficos Q-Q. En nuestro trabajo utilizamos en

todos los casos Shapiro-Wilk para testear la normalidad.

2.2. Test t-Student

El test t-Student una prueba estadistica utilizada para determinar si hay una
diferencia significativa entre las medias de dos grupos diferentes. Es cominmente
utilizado cuando se trabaja con muestras pequefias y se asume que las poblaciones
tienen una distribucién normal.

Existen dos tipos test t-Student: (1) para muestras independientes, que se uti-
liza cuando se comparan dos muestras independientes, es decir, dos grupos diferen-
tes que no estdn relacionados entre si. La hipdtesis nula en este caso supone que las
medias de ambos grupos son iguales, y la hipdtesis alternativa sugiere que hay una
diferencia significativa entre las medias de los grupos; y (2) muestras pareadas,
que se utiliza cuando se comparan dos muestras que estan relacionadas o empare-
jadas, como antes y después de un tratamiento en el mismo grupo, en este caso la
hipdtesis nula supone que la diferencia entre las mediciones es cero, mientras que
la hipétesis alternativa sugiere que hay una diferencia significativa entre las medi-
ciones. A lo largo de este trabajo utilizamos el test de muestras independientes ya
que cada animal, y por lo tanto cada genotipo, es independiente de los demas.

El test calcula el valor t, que es una medida de la diferencia entre las medias de
los grupos en términos de la variabilidad dentro de cada grupo. Esto puede expre-
sarse, para muestras independientes, de la forma:

t= % (2.2)
&+
donde X 1y Xg son la media de las muestras, s; y s las desviaciones estdndar

de cada muestra, y n; y no los tamafos de las muestras. Luego considerando este
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valor y los grados de libertad de la muestra (generalmente el tamafio de la misma)
se puede obtener mediante una tabla de t-Student el p-valor, que corresponde a la
probabilidad de que un dato esté alejado de la media una cantidad ¢ de desviaciones
estandar.

En funcidn de este p-valor se rechazara o aceptara la hipétesis nula. Si el p-
valor se encuentra por debajo del valor de significancia previamente establecido
entonces se rechazara la hip6tesis nula. Por ejemplo si nuestro valor de significancia
establecido es 0.1 entonces un p-valor menor o igual a 0.05 indica que la diferencia
entre las medias es estadisticamente significativa, lo que sugiere que las muestras

no provienen de poblaciones con medias iguales.

2.3. Test Mann-Whitney

Cuando el conjunto de datos no sigue una distribucién normal una alternativa
usual para el test t-Student es el test de Mann-Whitney, o también conocido como
prueba de suma de rangos de Wilcoxon. A este tipo de pruebas se le denomina no
paramétricas, y en este caso busca determinar si existen diferencias entre dos grupos
independientes en funcién de una variable ordinal (es decir que se puede ordenar).
Ordenar la variable corresponde a definir los rangos, es decir numerar la variable de
mayor a menor, considerando las entradas de ambos grupos. La hipétesis nula en
este caso es que la suma de los rangos no difiere entre ambos grupos, y la hipétesis
alternativa es que la suma de rangos difiere.

Para evaluar la validez de la hipétesis se calcula un estadistico U que se define

como el minimo valor de U; y Us siendo:

ni(ny +1

U, :nl*ng—i—%—i—Tl (2.3)
1

U, :nl*nz—l—%-i-TQ (2.4)

con ny y no el tamafio de cada muestra, y 77 y 75 la suma de los rangos de
cada muestra. Finalmente el estadistico U = min(U;, Us,) lo podemos asociar a un
z-valor como:
U —
p= MU 2.5)
Ou

donde uyy y oy son el valor esperado y la desviacion estandar respectivamente
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de todo el conjunto.

El paso final es relacionar el z-valor con el p-valor mediante la tabla de referen-
cia de estas dos variables. Luego, el p-valor se compara con el nivel de significancia,
de la misma forma que se detall6 para el test t-Student, para rechazar o aceptar la

hipétesis nula.

2.4. Test ANOVA

El test ANOVA, por sus siglas en ingles Analysis of Variance, corresponde a
un conjunto de procedimientos estadisticos para evaluar si existen diferencias sig-
nificativas en las distribuciones de 3 o mds grupos. Lo podemos pensar como una
extension del test t-Student para mds de dos conjuntos de datos. En este caso la
hipdtesis nula es que la media de todos los conjuntos no difieren, mientras que la
hipétesis alternativa es que las medias de al menos dos conjuntos difieren. En el
caso mds simple, correspondiente a considerar un efecto tnico sobre los distintos

grupos, el estadistico que se utiliza para validar o no la hipétesis es:

_ MSB
~ MSW
SSB

donde MSB = T siendo SSB la medida de la variabilidad entre grupos a

partir de la suma cuadrética de las desviaciones y dfB el nimero de grupos menos

SSW
dfw

siendo SSW la variabilidad dentro de cada grupo, también medida a partir de la

(2.6)

uno (grados de libertad asociado a los grupos), y por otro lado M SW =

suma cuadrética de las desviaciones, y dfW el nimero total de observaciones del
conjunto menos uno (grados de libertad asociados a la poblacidn total). Por lo tanto,
este estadistico es una relacion entre la variabilidad intra e inter grupal. Luego este
estadistico se compara con una tabla para evaluar el grado de significancia en las

diferencias al igual que los test anteriores.

99



Anexo 3

Resultados adicionales del

ultrasonido funcional

En la figura 3.1 se muestran la cantidad de pixeles en cada region del cerebro
delimitada segun la imagen 5.5 (capitulo 5) para cada genotipo. Como se puede
observar, en ninguna de las regiones el area present6 diferencias significativas entre
genotipos, lo cual indica que la méscara que delimita las regiones no es un factor
incidente en los andlisis posteriores. En segundo lugar, se muestra el drea total en
cantidad de pixeles para cada genotipo. Nuevamente no hay diferencias significati-

vas entre ambas.

Pixeles por area para cada ‘
p p Area total del cerebro

genotipo
400+ s 2000+ ns
ns — ns
ns — —
® 3004 "% ns - . 1800 .
s + PSTEALE; :
@ - >
* = e i' = °© =
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: = 14004 ——
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Figura 3.1: Para cada genotipo se muestra la cantidad de pixeles en cada regién del cere-
bro (numeradas segin la imagen 5.5 en el capitulo 5). Se observa que en ningtin caso hay
diferencias significativas entre el valor medio de pixeles por regién comparando entre geno-
tipos. Para el 4rea total del cerebro, calculada en cantidad de pixeles, tampoco se observan
diferencias significativas entre genotipos.

En la figura 3.2 se muestra la evolucion a medida que se aplican nuevos estimu-
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los, de la amplitud de la seial Doppler para cada genotipo.
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Figura 3.2: Para cada genotipo se muestra los valores de CBVpn y CBVoprr definidos
segun la figura 5.4.

En la figura 3.3 se muestran las matrices de correlacion entre regiones cons-
truidas de forma andloga al procedimiento descrito en Ferrier et al. 2020 para el
genotipo WT. En este caso la matriz WT ON se obtiene a partir de correlacionar las
sefiales de cada region concatenando los intervalos temporales en que se esta apli-
cando el estimulo. La matriz WT OFF corresponde a las sefiales formadas a partir
de la concatenacién de los periodos donde no se estd aplicando el estimulo. Los
datos utilizados son los que provienen del experimento fUS definido en el capitulo

5. En este caso no se utilizan los datos de RS.

WT ON (n=6)

WT OFF (n=6)

Figura 3.3: Matrices de correlacién entre regiones del cerebro para el genotipo WT, cons-
truidas a partir de concatenar los periodos donde se estd estimulando (ON) y los periodos
donde no se estd estimulando (OFF). Se sigue la misma metodologia descrita en el trabajo
de Ferrier et al. 2020.
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De forma andloga a lo anterior se muestran las matrices para el genotipo TrJ en
la figura 3.4.

Tr) ON (n=6) Tt) OFF (n=6)

@

1 2 3 4 5 [} 7

Figura 3.4: Matrices de correlacion entre regiones del cerebro para el genotipo TrJ, cons-
truidas a partir de concatenar los periodos donde se estd estimulando (ON) y los periodos
donde no se esté estimulando (OFF). Se sigue la misma metodologia descrita en el trabajo
de Ferrier et al. 2020.

a 1 2 3 4 5 6 7 a

En la figura 3.5 se muestra la desviacion estdndar para cada entrada de las ma-
trices de correlacion de los estados fUS y RS (figura 5.9 en el capitulo 5) para el
genotipo WT.
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1 1
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0.8 08
07 07
06 06
05 05
04 04
0.3 03
02 02
0.1 0.1
0
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Figura 3.5: Matrices de desviacién estandar para el genotipo WT, correspondiente a las
matrices mostradas en la figura 5.9, con n=6 para Reposo y n=6 para Estimulo.

De forma andloga a lo anterior se muestran las matrices de desviacidn estandar

para los dos estados en el genotipo TrJ en la figura 3.6.

102



Reposo Estimulo

1 1
09 09
08 0.8
0.7 07
086 06
05 0.5
04 04
03 03
0.2 0.2
0.1 0.1
0 0
1t 2 ¥ 4 & 6 7 3 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 3.6: Matrices de desviacion estindar para el genotipo TrJ, correspondiente a las
matrices mostradas en la figura 5.10, con n=5 para Reposo y n=6 para Estimulo.
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Anexo 4

Publicaciones y presentaciones en

congresos derivados de la tesis

A partir de este trabajo de tesis surgi6 la siguiente publicacidn en revistas arbi-

tradas:

= Anzibar Fialho, M"., Vizquez Alberdi, L*., Martinez, M*., Calero, M.,
Baranger, J., Tanter, M., Damién, J.P., Negreira, C., Rubido, N., Kun, A.
& Brum, J. (2022). “Intensity distribution segmentation in ultrafast Doppler
combined with scanning laser confocal microscopy for assessing vascular
changes associated with ageing in murine hippocampi”. Scientific Reports,

12(1), 6784. (* estos autores contribuyeron de forma equitativa).

También se realizaron las siguientes presentaciones de trabajos en congresos

nacionales e internacionales (presentados por *):

= JEEE Internatioal Ultrasonic Symposium 2023. “Functional Ultrasound in the
Brain of TrJ mice, a Model of the Neurodegenerative Disease of Charcot Ma-
rie Tooth”. Anzibar Fialho, M., Vazquez Alberdi, L., Martinez, M., Calero,
M., Baranger, J., Tanter, M., Damidn, J.P., Negreira, C., Rubido, N., Kun, A.
& Brum, J. (aceptado).

» [EEE International Ultrasonic Symposium 2022. “Vascular changes due to
ageing using Ultrafast Ultrasound Doppler combined with Scanning Laser
Confocal Microscopy”. Anzibar Fialho, M., Vazquez Alberdi, L., Martinez,
M., Calero, M., Baranger, J., Tanter, M., Damidn, J.P., Negreira, C., Rubido,
N., Kun, A. & Brum, J*.
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» Functional Ultrasound Imaging of the Brain 2022, Corcega, Francia. “Imple-
mentation of functional ultrasound setup for mice brain study in Montevideo,
Uruguay”. Anzibar Fialho, M*., Vizquez Alberdi, L., Martinez, M., Baran-
ger, J., Tanter, M., Damién, J.P., Negreira, C., Rubido, N., Kun, A. & Brum,
J.

= Functional Ultrasound Imaging of the Brain 2022, Corcega, Francia. “Ultra-
fast Doppler and correlative scanning laser confocal microscopy to characte-
rize neuropathologies in the vascular system of the mouse brain”. Martinez,
Viézquez, Anzibar Fialho, M*., Vazquez Alberdi, L., Martinez, M., Calero,
M., Baranger, J., Tanter, M., Damidn, J.P., Negreira, C.*, Rubido, N., Kun, A.
& Brum, J.

= XXI Conference of Nonequilibrium Statistical Mechanics and Nonlinear
Physics 2022. “Studying neurodegenerative diseases using functional ultra-
sound”. Anzibar Fialho, M*., Vizquez Alberdi, L., Martinez, M., Baranger,
J., Tanter, M., Damién, J.P., Negreira, C., Rubido, N., Kun, A. & Brum, J.

= XVII Reunién de la Sociedad Uruguaya de Fisica 2022. “Ultrasonido funcio-
nal para el estudio de enfermedades neurodegenerativas”. Anzibar Fialho,
M*., Vazquez Alberdi, L., Martinez, M., Baranger, J., Tanter, M., Damién,
J.P., Negreira, C., Rubido, N., Kun, A. & Brum, J.

= ]II Congreso Nacional de Biociencias 2022. “Ultrasonido funcional para el
estudio de la actividad vascular cerebral en ratones de genotipo TrJ y WT”.
Anzibar Fialho, M*., Vazquez Alberdi, L., Martinez, M., Baranger, J., Tan-
ter, M., Damidn, J.P., Negreira, C., Rubido, N., Kun, A. & Brum, J.

= JEEE Latin America Ultrasonic Symposium 2021. “Ultrafast ultrasound Dop-
pler and confocal microscopy correlative approach: blood flow and vascular
structure in adult wild type mice”. Anzibar Fialho, M*., Vazquez Alberdi,
L., Martinez, M., Calero, M., Baranger, J., Tanter, M., Damidn, J.P., Negreira,
C., Rubido, N., Kun, A. & Brum, J.

» [EEE International Ultrasonic Symposium 2021. “Relationship between
blood flow and vascular structure at hippocampal level is revealed by correla-
ting ultrafast ultrasound Doppler and confocal microscopy”. Anzibar Fialho,
M#*., Vazquez Alberdi, L., Martinez, M., Calero, M., Baranger, J., Tanter, M.,
Damidn, J.P., Negreira, C., Rubido, N., Kun, A. & Brum, J.

Finalmente se obtuvo el siguiente premio internacional durante el desarrollo de

esta tesis:
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» [EEE Latin America Ultrasonic Symposium 2021: Best Student Paper Award
Winner for the paper entitled “Ultrafast ultrasound Doppler and confocal mi-
croscopy correlative approach: blood flow and vascular structure in adult wild

type mice” to Maximiliano Anzibar Fialho.
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